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略語一覧 
BFU-e 
赤芽球バースト形成単位 
（Burst forming unit-e） 
BrdU 
5-ブロモ-2'-デオキシウリジン 
（5-Bromo-2'-deoxyuridine） 
CAR細胞 
CXCL12高発現細網細胞 
（CXCL12-abundant reticular細胞） 
CFU-e 
赤芽球コロニー形成単位 
（Colony forming unit-erythroid） 
CFU-s 
脾臓コロニー形成単位 
（Colony forming unit-spleen） 
CXCL12 
ケモカイン（C-X-Cモチーフ）リガンド 12 
（Chemokine（C-X-C Motif）ligand 12） 
DLP 
背側部中胚葉 
（Dorsal lateral plate） 
DPBS 
Dulbeccoリン酸緩衝生理食塩水 
（Dulbecco’s phosphate-buffered saline） 
EPO 
エリスロポエチン 
（Erythropoietin） 
EPOR 
エリスロポエチン受容体 
（Erythropoietin receptor） 
FBS 
ウシ胎子血清 
（Fet al bovine serum） 
G-CSF 
顆粒球コロニー刺激因子 
（Granulocyte colony-stimulating factor） 
GM-CSF 
顆粒球単球コロニー刺激因子 
（Granulocyte macrophage colony-stimulating factor） 
GST 
グルタチオン S-トランスフェラーゼ 
（Glutathione S-transferase） 
HE染色 
ヘマトキシリン・エオシン染色 
（Hematoxylin and eosin 染色） 
HbF 
ヘモグロビン F 
（Hemoglobin F） 
NF 
Nieuwkoopと Faberにより分類された発生段階 
（Xenopus laevis stage series by Nieuwkoop and Faber） 
PHZ 
フェニルヒドラジン 
（Phenylhydrazine） 
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VBI 
腹部血島 
（Ventral blood island） 
cDNA 
相補的デオキシリボ核酸 
（Complementary deoxyribonucleic acid） 
mRNA 
伝令リボ核酸 
（Messenger ribonucleic acid） 
maea 
マクロファージ-赤芽球接着因子 
（Macrophage erythroblast attacher） 
RES 
網内系 
（Reticuloendothelial system） 
rpl13a 
リボソームタンパク質 L13a 
（Ribosomal protein L13a） 
vcam-1 
血管細胞接着分子-1 
（Vascular cell adhesion molecule-1） 
xlEPO 
アフリカツメガエルエリスロポエチン 
（Xenopus laevis erythropoietin） 
xlEPOR 
アフリカツメガエルエリスロポエチン受容体 
（Xenopus laevis erythropoietin receptor） 
α-MEM 
最少必須培地 / α改変 
（Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification） 
抗 xlEPOR PoAb 
抗 xlEPORポリクローナル抗体 
（抗 xlEPOR polyclonal antibody） 
 
 
  
vi 
 
図表一覧 
 
第 1章  
図 1 赤血球造血の様式 
図 2 ヒトエリスロポエチンの分子構造 
図 3 EPO受容体とシグナル伝達 
図 4 哺乳類とアフリカツメガエルにおける赤血球数と寿命の比較 
  
第 2章  
図 5 変態期における甲状腺ホルモン発現量の変化 
図 6 変態期アフリカツメガエル肝臓の構造変化 
図 7 変態期アフリカツメガエル肝臓の組織形態学的変化 
図 8 変態期アフリカツメガエル肝臓の液体培養における溶血処理の影響 
図 9 変態期アフリカツメガエル肝臓細胞の培養に伴う形態の変化 
図 10 培養日数に伴う細胞種と数の変化 
図 11 培養肝臓細胞における赤血球造血に関連した遺伝子の発現 
図 12 in vitro培養系における赤血球分化の様子 
  
第 3章  
図 13 アフリカツメガエルとマウスの骨髄 
図 14 組織に含まれる赤血球系細胞の計数法 
図 15 正常個体肝臓に含まれる赤血球系細胞の同定と計数 
図 16 肝臓内貪食細胞の検出 
  
第 4章  
図 17 急性溶血性貧血モデルにおける末梢赤血球数の推移 
図 18 急性失血性貧血モデルにおける末梢赤血球数の推移 
図 19 貧血時肝臓における成熟赤血球数の変化 
図 20 貧血時肝臓における xlEPOR陽性細胞数の変化 
vii 
 
図 21 肝臓内の赤血球系細胞と末梢赤血球数との相関関係 
 
 
 
第 5章  
図 22 貧血誘導時の肝臓内における細胞増殖の様子 
図 23 貧血時肝臓における増殖細胞の内訳 
図 24 貧血ストレスによるスローサイクリング細胞の細胞分裂亢進 
図 25 xlEPOR陽性細胞の肝臓内局在 
図 26 透過型電子顕微鏡によるアフリカツメガエル肝臓の観察 
図 27 貧血時肝臓における類洞近傍での細胞接着の亢進 
図 28 類洞内皮細胞における赤血球造血足場分子の発現 
  
第 6章  
図 29 正常時アフリカツメガエル肝臓における赤血球産生動態 
図 30 貧血時アフリカツメガエル肝臓における赤血球産生動態 
図 31 マウスとアフリカツメガエルにおける赤血球前駆細胞数の比較 
 
 
  
1 
 
第１章 緒論 
1-1. 血球のライフサイクルと働き 
血液は，心臓及び血管系の内腔に存在する物質であり，液体状の血漿成分と細胞
である血球成分から成る．血漿には蛋白質，糖，アミノ酸，電解質などが溶質とし
て存在しており，溶媒は水である．血球は大きく分類すると，酸素などの運搬を担
う赤血球，生体防御系を担う白血球，止血機能を担う血小板の 3種類がある．これ
ら血球の産生は，赤血球産生を促進するエリスロポエチン（EPO），白血球産生を
亢進する顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）及び顆粒球単球コロニー刺激因子
（GM-CSF），血小板産生を亢進するトロンボポエチン（TPO）などの造血因子に
より調節されている． 
ヒトの成熟赤血球は無核であり，寿命は約 120日である（Dacie JV and Mollison PL, 
1943; Shemin D, et al. 1946; Ashby W, 1948）．成熟赤血球にはミトコンドリアなどの
細胞小器官は存在しておらず，ヘモグロビンや解糖系などで働く酵素を含む細胞質
が脂質二重膜に包まれた状態で存在している．成熟赤血球を維持するエネルギー
（ATP）は，主に細胞質内の解糖系（Embden-Meyerhof経路）による嫌気性解糖に
よって得られている．その原料となるグルコースは，血漿中からインスリン非依存
的に膜を通過して供給される．ヒトやマウスをはじめとする多くの哺乳類成体では，
赤血球は主に骨髄で産生され，肺でヘモグロビンに取り込んだ酸素を血管外に出る
ことなく末梢細胞へと運搬する．ヘモグロビンは，ヘムの中の Fe2+に酸素が結合し
て酸化型ヘモグロビンとなり，酸素と結合していないヘモグロビンは還元型ヘモグ
ロビンと呼ばれる．寿命を迎えた赤血球は細胞膜の応形機能が低下することなどに
より，脾臓をはじめとする網内系（RES）に溜まり，マクロファージに貪食されて
処理される．赤血球破壊が何らかの原因で亢進して赤血球寿命が短縮すると，造血
因子の増加により赤血球産生速度を促進することで補おうとする．その際，赤血球
産生速度が不十分であると末梢血液における血球減少が生じる（溶血性貧血）．ま
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た，脾臓中の貪食細胞は老廃赤血球の他に，異常な赤血球を補足して破壊する機能
や，末梢血中の有核赤血球や，赤芽球の脱核後の核を貪食する機能を持つ．それ故，
摘脾を行った後にはHowell-Jolly小体を持つ赤血球や奇形赤血球などが末梢血中に
散見されるようになる．赤血球が脾臓で破壊されると，ヘモグロビンが遊出され，
その分解産物は脾静脈から門脈を経て肝臓に至る．また，ヘモグロビンのタンパク
質成分であるグロビンは分解されてタンパク合成に再利用される．ヘムは鉄が外れ
てポルフィリン環が開いてビリベルジンとなり，さらに還元されてビリルビンとな
る．その後アルブミンと結合して経門脈的に肝臓へと運搬される．肝実質細胞に取
り込まれた後はグルクロン酸抱合を受けて水溶性のビリルビンとなり，胆汁中に分
泌される．遊出した鉄の一部はヘモジデリンとして RES に貯蔵され，残りはトラ
ンスフェリンと結合して骨髄に運ばれ，赤芽球のヘム合成に再利用される．このよ
うに，鉄が体内から失われる機序はほとんど存在しない． 
末梢白血球には，顆粒球やリンパ球，単球，マクロファージなどがある．顆粒球
はその細胞質に存在する顆粒の種類により，好中球，好酸球，好塩基球に分類され
る．また，核の形態により桿状核球と分葉核球にも分けられる．単球は走化性，貪
食能，殺菌能に加え，インターフェロンやコロニー刺激因子（CFS）などの分泌能
や抗原提示能により生体防御に寄与している．また，単球は組織に出ることでマク
ロファージや肝 Kupffer 細胞となる．リンパ球には細胞性免疫に関与する T 細胞，
体液性免疫に関与する B 細胞，その他ナチュラルキラー細胞（NK 細胞）があり，
それらは細胞表面マーカーにより区別される．これら白血球がお互いにサイトカイ
ンなどの液性因子を介して生体防御を担っている．白血球造血は，造血幹細胞から
骨髄系とリンパ系に分けられる．骨髄系においては，造血幹細胞から骨髄系幹細胞
が産生され，各系統へと次第に分化していく．顆粒球系は骨髄系幹細胞から骨髄芽
球が形成された後，前骨髄球，骨髄球，後骨髄球へと分化する．その後桿状核球へ
と分化して末梢血中へ出る．末梢血中でさらに核が分葉して分葉核球となる．前骨
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髄球では細胞質に一次顆粒（アズール顆粒）が存在し，その後骨髄顆粒以降では二
次顆粒が現れる．この二次顆粒の種類によって好中球，好酸球，好塩基球に分離さ
れる．骨髄で産生された顆粒球は骨髄-血液関門（blood-marrow barrier）を通過して
末梢血中に入り，約半数は血流に乗り体内を循環し（循環プール），残りの半数は
血管壁などに付着する（辺縁プール）．成熟顆粒球は血中に数時間から約 10時間存
在する．炎症があるとその場所に血管壁を通過して遊走するので，末梢血中の半減
期は他の血球に比べて短い．それ故ターンオーバーが非常に速く，骨髄内の造血は
赤血球系よりも白血球系が盛んである． 
ヒトの血小板は直径 1-3 μmの円盤状で無核の血球で，骨髄巨核球の細胞質から
産生される．生体内では約 10 日の寿命であり，寿命を迎えた血小板は主に脾臓で
破壊される．それゆえ摘脾を行うと末梢血中の血小板数が増加する．血小板は止血
機能を担っており，この機能が過度に亢進すると血栓症となり，また，低下すると
出血傾向となる．骨髄で形成された血小板の約 2/3は循環血に入り，残りの 1/3は
脾臓に入って脾内の血小板プールを作る．この血小板プールは循環血中の血小板の
平衡維持に寄与する．骨髄巨核球系の増殖及び分化成熟は造血因子である TPO に
より調節されている．末梢において血小板の消費または破壊が亢進されてその数が
減ると，TPO が増加して骨髄巨核球の増殖及び分化成熟を促進し，血小板産生増
加する． 
 
1-2. 哺乳類における造血発生 
哺乳類の発生過程において，赤血球造血巣は卵黄嚢から胎子肝臓，脾臓を経て骨
髄へと移り変わる（Baron, 2003）．ヒトの造血は胎生 2-3週ごろに卵黄嚢で始まる．
造血発生時期においては，白血球や血小板と比較して赤血球造血が優位に行われる．
原始赤芽球とそれらを取り囲む血管内皮細胞から構成される血島（blood island）が
形成される．卵黄嚢で行われる造血は一次造血または原始造血と呼ばれ，産生され
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る赤血球は核を有している．卵黄嚢での造血は永続的には行われず，胎生 3ヶ月頃
からは主に胎子肝臓で造血が行われる．胎子肝臓では主に赤血球が産生され，胎生
6ヶ月頃まで続く．また，この時期に産生される赤芽球は成人の骨髄に存在する赤
芽球と比較して形態学的には類似しているが，含有するヘモグロビンは殆どがヘモ
グロビン F（HbF）であり，成人と異なる（池田康夫ら，標準血液病学，2000）．マ
ウスにおいては胎子肝臓での造血は胎生 10日目から観察され，その後胎子期の主
要な造血器官へとなる．胎子肝臓における造血のピークは胎生 12日目から 14日目
である（Sasaki, et al., 2000）．胎生 12日目における胎子肝臓では約 74細胞の脾臓コ
ロニー形成単位（CFU-s）と約 4×104細胞の赤芽球コロニー形成単位（CFU-e）が肝
臓内で確認されており（Johnson, et al., 1985; Barker, et al., 1969），また，肝細胞索も
形成される（Medlock, et al., 1983; Sasaki, et al., 2000）．Chouらにより，胎子肝臓か
ら分取された IGF2，ANGPL3，SCF，及び DLK陽性細胞が，胎子肝臓や成体骨髄
由来の造血幹細胞の ex vivoでの増殖を促すことが報告されている．また，その細
胞集団がα-fetoprotein（AFP）を発現していることから，胎子肝臓において肝前駆
細胞が造血幹細胞の支持細胞として働いていることが示唆されている（Chou, et al., 
2010）．胎生 14日以降は肝臓内での造血は徐々に減少し，骨髄や脾臓が主要な造血
器官として発達する．近年では，造血幹細胞の起源として血管内皮細胞が注目され
ている（de Bruijn, M, et al. 2016）． 
 
1-3. 哺乳類における骨髄造血と造血微小環境 
1-3-1. 骨髄における赤血球前駆細胞 
成体の哺乳類において骨髄は主要な造血器官であり，赤色髄を呈している．骨髄造
血では骨芽細胞や内皮細胞，CXCL12 を高発現する細網細胞（CAR 細胞）が造血
幹細胞の支持細胞としての役割を担っていることが報告されており（Zhang, et al., 
2003; Kiel, at al., 2005; Sugiyama, et al., 2006），造血を支持する微小環境が明らかに
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されつつある．また近年では骨髄内の類洞における内皮細胞の，造血ニッチ細胞と
しての働きが注目されている（Nilsson S, et al. 2016）．赤血球前駆細胞に関しては，
成体のマウスで約 4.0×103細胞の赤芽球バースト形成単位（BFU-e）と約 8.5×104細
胞の CFU-eが大腿骨の骨髄から検出されている（Iscove, 1977）．赤血球造血を制御
する主要なサイトカインとしてエリスロポエチン（EPO）がある．胎子期のヒトや
マウスにおいて EPO は肝実質細胞で産生され，傍分泌様式で赤血球前駆細胞に作
用する（Koury, et al., 1991）．対照的に成体のヒトやマウスでは EPOは腎臓で産生
され，血液により主要な造血器官である骨髄へと運搬される．骨髄において EPO
は内分泌の様式でBFU-eやCFU-eに発現しているエリスロポエチン受容体（EPOR）
と結合し（Erslev, 1953; Naets, 1960; Reissmann, et al., 1960），EPOによる刺激を受け
た BFU-eや CFU-eは増殖分化が促される（Broudy, et al., 1991; Gregory, et al., 1978; 
Sawada, et al., 1987）．また，EPOによる刺激を受けなかった赤血球前駆細胞はアポ
トーシスを起こす（図 1）． 
 
 
図 1．赤血球造血の様式 
哺乳類における造血幹細胞から成熟赤血球分化のようすを示している．BFU-E及び CFU-Eの
段階で EPOによる刺激を受けた細胞はアポトーシスを免れ，成熟赤血球へと分化する． 
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1-3-2. 造血幹細胞と造血微小環境 
骨髄は常に血液細胞を産生して末梢に供給すると同時に，造血細胞の種が枯渇しな
いよう造血幹細胞の自己複製を行い造血の恒常性を保っている（Mikkola H, et al. 
2016）．骨髄組織においては，造血幹細胞の周囲に線維芽細胞，内皮細胞，細網細
胞，脂肪細胞，マクロファージなどのストローマ細胞が存在し，造血幹細胞の増殖
分化にこれら骨髄間質細胞とのクロストークが重要な役割を果たしている（Reagan, 
M. R., & Rosen, C. J. 2016; Yin, T., & Li, L. 2006）．Trentinは造血に適した環境の重要
性を指摘し，造血微小環境の概念を提唱したが，その機能を把握するには至らなか
った（Trentin, 1970）．しかし近年の培養技術の進歩，種々のストローマ細胞株の樹
立により，造血幹細胞とストローマ細胞との情報伝達の実体が明らかとなってきた． 
造血組織の再生現象は，悪性疾患に対する抗がん性化学療法やその他の薬剤に
よる骨髄抑制状態からの回復過程，及び造血器腫瘍などに対する根本的治療法とし
て確立された骨髄移植の過程で臨床的に観察されている．そこで骨髄再生現象を理
解するためには，骨髄構成成分である造血幹細胞の増殖分化，間質系骨髄支持組織
と幹細胞との相互作用を明確にする必要があると考えられた．そのため，支持環境
と造血幹細胞の増殖分化の関連を捉えるために，微小環境の再構築ができる種々の
実験系が開発されてきた．Dexterらによって確立された in vitroマウス長期骨髄培
養系は，骨髄微小環境の再構成系として注目された．それによると，形成される付
着細胞層に幹細胞がホーミングし，敷石上に造血巣が形成された（cobblestone 
island）．Cobblestone islandでは，造血幹細胞が自己複製を行いつつ，骨髄単球系細
胞が増殖分化し，培養液中に産生されることが報告された．近年では造血と加齢の
関連についての研究が行われており，加齢に伴い造血幹細胞からの分化系譜が変化
することが報告されている（Kousteni S, et al. 2016，Frenette P. 2016）． 
 
1-3-3. 造血支持細胞 
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造血支持細胞に関しては，骨髄間質細胞は間葉系多能性幹細胞が起源であると
考えられていたが，その分化過程は不明な点が多く，CD45陰性以外特徴的なマー
カーは無かった．また，骨髄中の間質細胞は線維芽細胞，脂肪細胞，内皮細胞など
多種類の細胞から構成されており，どの分化段階のどのような細胞が造血幹細胞と
作用するかを明確にすることは困難であった．このため，TBR59や TBR31-2など
種々の支持細胞株の樹立が行われ，実験系が単純化されるようになった（Obinata, et 
al. 1998）．しかしながら個々の樹立細胞株で，細胞外マトリックスの発現，増殖因
子の産生能，造血支持能などの性質は異なっていた．Ohta らはマウス長期骨髄培
養系から造血支持細胞を樹立し，この細胞を feeder layer として用い，精製した骨
髄非付着細胞を播種することにより，造血巣が再構成されることを示した．また，
ヒトの系でも胎子肝細胞の長期培養系から樹立された ST-1 細胞，長期骨髄培養系
に SV40 を感染させて得られた KM101-105 など，多能性幹細胞の増殖分化を支持
する細胞株がいくつか樹立された．これらの株化間質系細胞を用いて，造血幹細胞
の増殖分化及び自己複製のメカニズムは探索されてきた．近年では骨髄の血管内皮
細胞や骨芽細胞由来の傍分泌因子と，造血幹細胞の制御に着目して研究が行われて
いる（Chute, J, et al. 2016） 
 
1-3-4. 造血微小環境における細胞外マトリックス 
造血を支持する微小環境の構成因子として重要な役割を果たすのが細胞外マ
トリックスである（Mendelson, A., & Frenette, P. S. 2014; Staal, F. J., & Fibbe, W. E. 
2012; Wilson, A., & Trumpp, A. 2006）．近年，骨髄間質細胞は種々の細胞外マトリッ
クスを産生していることが明らかとなっている．フィブロネクチンは細胞外マトリ
ックスの基本的な構成成分で，分子量 220 kDaのポリペプチドがジスルフィド結合
によりダイマーを形成し，線維芽細胞などにより産生される．マウス赤白血病細胞
において，分化誘導物質であるジメチルスルホキシド（DMSO）により成熟赤血球
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細胞に分化する過程において，フィブロネクチンに対する結合能が失われることが
見出されており，この現象は成熟した赤血球が骨髄から血管内に放出されるメカニ
ズムの一つであると考えられている．ヒトの未熟赤芽球及び赤白血病細胞は，フィ
ブロネクチン受容体であるインテグリンファミリーの VLA-4，VLA-5 を発現して
いるため，この接着系が赤血球産生の調節に関与していると考えられている．造血
微小環境に豊富に存在する細胞外マトリックスとして，コラーゲンやラミニンなど
も挙げられるが，造血前駆細胞の増殖分化にどのように関与しているかは不明であ
る．血管内皮細胞の基底膜にもこれらの細胞外マトリックスは存在している．成熟
顆粒球表面にはこれら細胞外マトリックスに対するインテグリンファミリー受容
体が存在するが，造血前駆細胞には存在しないとされている．造血前駆細胞が成熟
して末梢血流中へ放出されるためには，骨髄組織の血管内皮細胞を通過していく必
要があることから，これらの細胞外マトリックスは成熟血球の骨髄からの放出にお
いて何らかの機能を有していると考えられる．その他，Campbell らにより同定さ
れたヘモネクチンがある．ヘモネクチンは骨髄微小環境に存在する細胞外マトリッ
クスで，骨髄球系前駆細胞に結合することが知られている．この結合能は骨髄球系
前駆細胞の分化に伴い減少することから，骨髄での顆粒球系細胞の放出に関与する
と考えられている．また，ヘモネクチンの発現が欠損した Sl/Sldマウス由来のスト
ローマ細胞は，骨髄前駆細胞の増殖分化支持能がなく，ヘモネクチン添加により回
復することから，前駆細胞の増殖分化において重要であると考えられている．トロ
ンボスポンジンは分子量約 180 kDaの糖蛋白質で，血小板 α顆粒，血管内皮細胞，
線維芽細胞で産生される．この分子内には Type-1 repeatsと呼ばれる構造が存在し，
造血前駆細胞，単球，血小板の細胞膜表面にある CD36分子を認識すると考えられ
ている．また，造血前駆細胞であるヒトコロニー形成細胞（CFU-GEMM，CFU-GM，
BFU-E）にトロンボスポンジンへの結合能が示されていることから，造血現象への
関与が考えられている．細胞外マトリックスの構成成分で重要なものの一つにプロ
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テオグリカンがある．プロテオグリカンはコア蛋白とそれに結合した硫酸化ムコ多
糖類（GAG）側鎖から構成される分子群である．長期骨髄培養系での間質系細胞
は，GAG であるコンドロイチン硫酸やデルマタン硫酸，ヒアルロン酸，ヘパラン
硫酸などを産生し，これらは骨髄間質細胞の膜表面に多く存在する．この GAGは
造血幹細胞の増殖と密接な関係をもち，コンドロイチン硫酸の人為的伸長開始剤で
ある β-D-xylosideを長期骨髄培養系に添加すると，コンドロイチン硫酸の合成が亢
進され，同時に造血細胞の産生能，産生細胞のコロニー形成能の増加が観察される．
さらにマウスの系では，ヘパラン硫酸が GM-CSF及び IL-3を結合させ安定化させ
ることで，局所での造血幹細胞への造血因子の受け渡しと局所における造血因子の
濃度調節に重要な役割を果たしていると考えられている．また，ヒトでも骨髄の間
質系の細胞上の GAGが GM-CSFを結合することが明らかとなっている． 
 
1-3-5. 造血微小環境における接着分子 
また，造血を支持する微小環境においては，接着分子も重要な役割を担ってい
る（Rizo, A . et al., 2006; Mendelson, A., & Frenette, P. S. 2014; Chen, S., Lewallen, M., & 
Xie, T. 2013）．CD44は GAGのヒアルロン酸に対する受容体であり，当初 pre-Tリ
ンパ球の胸腺へのホーミング現象に重要であると考えられていた．その後骨髄中の
CD34 陽性造血幹細胞や間質細胞にも広く発現していることが分かってきた（Cao, 
H. et al., 2016）．抗 CD44抗体を長期骨髄培養系に添加することにより造血現象が抑
制される．また，間質細胞と幹細胞との接触が抑制されること，ヒアルロン酸を解
重合する酵素で間質細胞を処理すると未分化造血幹細胞の接着が減少することな
どから造血に深く関与していると考えられている．CD44の他，セレクチンファミ
リーは相手の細胞の糖鎖と結合することにより，細胞を接着させる性質を有してい
る．昨日の発現にカルシウムイオンを必要とするレクチンの一種で、LECAMと呼
ばれている．L-セレクチン（LECAM-1，CD62L）は当初リンパ球がリンパ節の血
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管内皮細胞への接着に関与するリンパ球上のホーミング受容体分子として注目さ
れ，好中球及び単球にも発現している．リンパ節の高内皮小静脈の内皮細胞に発現
する CD34 分子が，L-セレクチンのリガンドであることが報告されており，CD34
も接着分子として機能している可能性が示唆されている． 
間質系細胞の重要な役割の一つとして，種々の造血調節因子の産生が挙げられ
る（Reagan, M. R., & Rosen, C. J. 2016）．造血因子には分泌型のもの以外に細胞外マ
トリックス結合型（膜結合型）を取るものがあり，情報伝達に有利に働いていると
考えられているものもある．M-CSFは分子量 85 kDaの糖蛋白であり，骨髄におけ
る単球の産生を促し，成熟単球の造血因子の産生を促進する因子である．この分泌
型M-CSFとは別に，分子量 200 kDa以上でプロテオグリカンが結合しているもの
があり，C末端にコンドロイチン硫酸を有し，Ⅴ型コラーゲンと結合した状態で存
在するM-CSFが報告されている．また，c-kitのリガンドである SCFにも膜結合型
のものが存在することが報告されている．遺伝子導入により分泌型 SCF 又は膜結
合型 SCF を間質細胞に発現させて造血幹細胞と共培養すると，膜結合型を発現さ
せた間質細胞の方がより造血現象を支持することが報告されている．これらの造血
因子はターゲットとなる造血幹細胞への機能的接着因子と言える． 
 
1-4. 哺乳類の赤血球造血 
1-4-1. エリスロポエチン 
EPO は赤血球産生を調節しており，ヘモグロビンが酸素運搬能を有すること
から，各臓器に酸素を運搬させる調節を行なっている．EPO 遺伝子の発現は，低
酸素を感知する酸素センサーからの指令を転写因子が受けて，最終的には EPO 遺
伝子のプロモーター及びエンハンサーにこれら転写因子が結合して発現を調節し
ている．多くのサイトカインの中で，EPO だけは酸素センサーによって調節され
ている．EPOは分子量約 34kDaの糖タンパク質である．EPOは貧血などに起因す
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る低酸素刺激によって，主に腎臓と肝臓で産生される．EPO はまず 193 個のアミ
ノ酸残基からなるポリペプチドとして生合成される．そして，アミノ末端の 27 番
目までのシグナルペプチドが切断される．その結果，166個のアミノ酸からなるポ
リペプチドが遊離する．さらにカルボキシル末端のアルギニンが切断され，165個
のアミノ酸からなる EPOとなる．EPOのアミノ酸配列にはいくつかの特徴があり，
まずジスルフィド結合に必要なシステイン残基があり，立体構造の維持に重要な役
割を果たしていると考えられる．また，糖鎖が付加されうるアスパラギン（N）残
基があり，すなわち，N-X-S または N-X-T というアミノ酸配列（X は P 以外の任
意のアミノ酸）の Nに糖鎖が付加される．実際に，天然型 EPOは 165個のアミノ
酸からなるポリペプチドに糖鎖が付加されている．糖鎖は EPO が生体内で作用す
る上で極めて重要である．糖鎖のない EPO は速やかに分解されてしまい，有効な
赤血球造血を促進することはできない．したがって現在臨床応用されている組換え
型 EPOも，天然型 EPOと同じく糖鎖が結合するような発現系を用いた遺伝子工学
の技術によって大量生産され，貧血の治療薬として使用されている（図 2）． 
  貧血などに起因する低酸素状態において，主に腎臓と肝臓で EPOが産生され，
循環血中に放出される．その後骨髄に到達した EPO は，赤血球前駆細胞に発現し
ている EPO受容体（EPOR）に結合すし，グロビンを代表とする各種の赤血球特異
的遺伝子群の発現を誘導し，赤血球前駆細胞の増殖分化が誘導される．成熟した赤
血球は骨髄から出て循環血中へ放出され，肺で酸素を受け取り末梢組織に酸素を運
搬することにより酸素濃度の恒常性を維持している．また，EPO は脳内でも産生
されている．しかし，EPO は血液脳関門を通過することが出来ず，すなわち脳で
産生される EPO は赤血球造血因子としてではなく，神経成長因子として独立に機
能している可能性が高いと考えられている．実際に神経細胞の膜表面には，EPOR
が存在し，神経細胞の成長や虚血耐性に関与していると考えられている．以上の機
能以外にも，EPOは体内で各種の役割を果たしている可能性が高い． 
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EPO遺伝子は，5つのエクソンと 4つのイントロンからなっている．転写開始部位
の上流 200 bpの 5’-flanking regionはプロモーター領域である．この領域には複数の
核タンパク質が結合し，EPO遺伝子の発現を制御している．また，poly（A）addition 
siteの下流+121から+160 bpの 3’-flanking regionがエンハンサー領域である．この
領域にも複数の核タンパク質が結合し，転写を制御している．すなわち EPO 遺伝
子は，プロモーター領域，エクソン，イントロン，エンハンサー領域という順序で
並んでいる．転写制御領域を含めておよそ 4kbの長さである． 
EPO は低酸素刺激によってその発現が誘導される．すなわち，EPO は酸素応
答遺伝子スーパーファミリーの代表であり，その中で最も重要な遺伝子の一つであ
るといえる．EPO の発現制御機構を解析することにより，生体内における酸素濃
度の感知機構や，酸素ストレスに対する応答機構が解明できると考えられ，多くの
研究がなされてきた．その中で，低酸素刺激によって活性化される EPO 遺伝子の
発現制御機構が分子レベルで明らかとなってきた．EPO 遺伝子の転写制御領域と
して，まずプロモーター領域が重要である．転写開始部位の上流約 200 bp までが
プロモーター領域であり，その塩基配列の特徴とそこに結合する転写因子群が解明
された．-113 bpの領域には TGACCCモチーフ，-103 bpの領域には TGGCCCモチ
ーフ，そして-87 bpの領域には CGACCCモチーフがあり，これらの領域には転写
活性因子である HNF4や転写抑制因子である COUP-TF-1などの転写因子が結合す
る．また，-31 bpの GATAモチーフには複数の GATA転写因子が結合する． 
GATA転写因子はGATA-1が1989年に報告され，その後GATA-2，GATA-3，GATA-4，
GATA-6などがクローニングされ，GATA配列に結合する転写因子がファミリーを
形成していることが明らかとなった．GATA因子群に属する各因子は，組織・細胞
特異的な遺伝子発現に貢献していることが多く，また，それぞれの因子の発現様式
自身も組織・細胞特異性を示す．血球系での GATA因子の発現は，赤血球系，巨核
球，肥満細胞では主として GATA-1及び GATA-2が発現している．一方，Tリンパ
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球では GATA-3 の発現が著明である．CD-34 陽性細胞などの未分化前駆細胞には
GATA-2の発現が見られる．GATA-1を欠損する ES 細胞では，in vitro の培養系で
赤血球への分化が見られず，また，野生株とのキメラマウスにおいても，ES 細胞
由来の赤血球造血は見られていない．さらに GATA-1欠損マウスは顕著な貧血が認
められ，胎生致死である．一方で GATA-2 を欠損したマウスには強い貧血があり，
同様に胎生致死を示す．キメラマウスの解析からは，リンパ球を含むすべての造血
に GATA-2が不可欠であることが示されている．以上のことから，GATA-2が造血
前駆細胞の増殖に，GATA-1が赤血球系細胞への分化に関わっていることが分かる．
また，GATA-3を欠損する ES細胞の in vitro分化系を用いた解析から，GATA-3は
T細胞系列の分化に必須であることが示されている． 
さらに EPO 遺伝子のプロモーター領域は，低酸素状態において活性化されるだ
けではなく，正常状態で転写活性が抑制されていることも明らかとなった．多くの
遺伝子のプロモーター領域の-30 bpの領域には TATA boxが存在し，TATA結合蛋白
質が結合し，あるレベルの転写が常に起こっている．しかし EPO 遺伝子において
は，-30 bpの領域が TATA boxではなく GATAモチーフになっているため，TATA
結合蛋白質の代わりに GATA 転写因子が結合することにより転写活性が弱くなっ
ているものと考えられている．また，エンハンサー領域にも各種の各蛋白質が結合
し，その転写活性を調節している．+121 bpのTACGTGモチーフにHIF-1が結合し，
+146 bpのTGACCTモチーフと+154 bpのCGACCTモチーフにHNF4やCOUP-TF-1
などの転写因子が結合している． 
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図 2．ヒトエリスロポエチンの分子構造（Egrie, et al. 2001より引用改変） 
糖鎖に関するヒト EPOの分子構造を示している．ヒト EPOの in vivo活性はN型糖鎖付加の
本数によって変化する．ヒト EPOの血中半減期は N型糖鎖の本数が多いほど長く，in vivo
活性も高くなる．計 5本の N型糖鎖を有するNESPは，ヒト EPOに新規に 2本のN型糖鎖
を付加して in vivo活性を向上させた EPO分子である． 
 
 
1-4-2. エリスロポエチン受容体 
卵黄嚢の赤血球造血は EPOや EPOR非依存的に行われているが，一方で胎生
期の後半から行われる胎子肝臓での赤血球造血は EPO及び EPORが必須である．
EPO や EPOR 欠損マウスでは，胎子肝臓での赤血球産生は著しく障害され，妊娠
13から 15日で死亡する．EPORは 1989年に D’Andreaらがマウス EPORの cDNA
クローニングに成功し，その後複数のグループがマウス EPOR の cDNA をプロー
ブにしてヒト EPORの cDNA及びゲノム遺伝子の構造を明らかにした．ヒト EPOR
遺伝子は 19番染色体短腕 19p13に位置し，約 6 kbにわたって 8個のエクソンから
構成される．EPORはサイトカインレセプタースーパーファミリーに属する．すな
わち，細胞外領域にはシステイン残基が豊富な領域が存在し，細胞膜貫通部直上に
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は WSXWSモチーフが認められ，この構造を含む細胞外領域の C末端側約 100ア
ミノ酸からなる部分は，フィブロネクチンⅢ型ドメインと相同性を有する．さらに
細胞内領域には蛋白質リン酸化酵素活性部位を認めないこともこのファミリーの
特徴の一つである．WSXWSモチーフは EPORが細胞表面に発現するうえで重要で
あり，この構造に変異を有するレセプターの多くは小胞体に貯留されたままである． 
EPOR遺伝子のプロモーター領域には GATA，SP1，EKLFなどが結合するコン
センサス配列が存在する．In vitroの実験では，GATA-1，GATA-2，SP1が EPORの
プロモーター活性に重要であることが報告されている．CFU-e以降の赤芽球分化で
は，EPORの発現は減少するが，その制御は転写レベルで行われている．一方 PMA
で巨核球へと分化した細胞では，EPORの発現は減少するが，その発現は転写後の
レベルで制御されることが報告されている．また，EPORは細胞周期によっても発
現が変化し，その制御には GATA-1が関わっていることが明らかにされている． 
EPORを発現する細胞としては，赤芽球系細胞，巨核球系細胞，血管内皮細胞，
血管平滑筋細胞，神経細胞，白血病細胞及び骨髄腫細胞がある．赤芽球系細胞にお
いては，未熟な赤芽球系前駆細胞である BFU-e で発現が始まり，より分化した
CFU-eでその発現は最大となり，その後分化成熟するにつれて発現量は減少し，網
状赤血球において消失する．放射性同位元素で標識した EPO を用いた結合試験の
結果，EPORの発現量は 1細胞当たり数百個程度である（D'Andrea AD and Zon LI. 
1990）． 
EPO によって活性化されるシグナル伝達経路には，大きく分けて JAK-STAT
系，RAS-MAPK 系，イノシトールリン脂質系が存在する．その中で特に造血と深
く関わるのは JAK-STAT系である．EPORはその細胞内領域にチロシンキナーゼド
メインを持たないが，EPO の刺激によって EPOR 自身と細胞内の様々なシグナル
伝達分子のチロシンリン酸化が誘導される．この過程に関与しているキナーゼ分子
はしばらく同定されなかったが，1989年，Wilksらはチロシンキナーゼの酵素活性
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部位に保存された共通構造を基に重複プローブを作製し，血球細胞から RT-PCR法
により JAKを単離同定した．Yoshimuraらは EPO刺激によって EPORとともに 130 
kDaの蛋白質がチロシンリン酸化されることを報告し，この分子が EPOR近傍に存
在するキナーゼではないかと推測した．その後 Ihleらによりこの分子が JAK2チロ
シンキナーゼであることが証明された．JAKチロシンキナーゼによりチロシンリン
酸化を受けた STAT蛋白質は，ホモダイマーあるいは他の STAT蛋白質とヘテロダ
イマーを形成し，核内に移行し，転写調節因子として標的遺伝子の転写を促進する
（図 3）． 
 
図 3．EPO受容体とシグナル伝達 
細胞膜上における EPORの構造と，EPOが結合した際の変化を模式的に示している．EPOが
結合することでホモダイマーを形成した EPORは，JAK-STAT系を介して EPOによるシグナ
ルを細胞内に伝え，EPO応答性遺伝子の発現を誘導する． 
 
 
1-5. 哺乳類以外の動物の造血巣 
臨床応用の観点から血液学と造血因子の研究は霊長類及び齧歯類をモデルとし
て発展してきた．一方で，哺乳類以外の動物においても造血器官や個体発生に伴う
造血器官の移り変わりについて，1990 年代までに組織・形態学的な観察に基づい
た研究が行われてきた（関正利他, 1981; Glomski CA, et al., 1989; Glomski CA, et al., 
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1990; Glomski CA, et al., 1992; Glomski CA, et al., 1997）．哺乳類において，血液細胞
は赤血球，血小板，顆粒球，単球及びリンパ球が存在するが，これら血液細胞の機
能や形態は哺乳類以外の脊椎動物においても良く保存されている一方で，異なる面
も存在する（加藤尚志他．2014; 前川峻他．2014）．その一例として，哺乳類の赤
血球や血小板が無核であることに対し，鳥類，爬虫類，両生類及び魚類におけるそ
れら血球は有核であることが挙げられる．また，造血巣も生物種により大きく異な
り，大体の傾向として，魚類においては腎臓における造血が主となり，両生類及び
爬虫類から肝臓における造血が見られるようになる．骨髄における造血は爬虫類か
ら始まり，鳥類及び哺乳類では一般的な様式となる．また，軟骨魚類であるサメの
生殖腺に付随するエビゴナル器官や食道付近のライディヒ器官における造血や，水
生の両生類であるイモリの血流中や脾臓における造血，陸生の両生類であるウシガ
エルにおける骨髄造血なども報告されている．また，魚類においては腎臓における
造血幹細胞の存在が確認されている．Moritomo らはギンブナの 3 倍体クローンギ
ンブナ及び 4倍体雑種を用いて，ギンブナの腎臓に造血幹細胞が存在することを明
らかにした．すなわち，3倍体クローンギンブナから分離した腎臓造血細胞を 4倍
体雑種に移植し，その後経時的に末梢血球の核相をフローザイトメトリーにより解
析した．その結果，3月後にはドナー由来の 3倍体赤血球が認められ，12ヶ月後に
は約半数の血球がドナー由来であったと報告された． 
このように動物種により多種多様な造血巣を持つことから，脊椎動物における造
血巣及び造血システムは本来多様であると考えられ，哺乳類以外の脊椎動物の造血
研究を進めることは，脊椎動物におけるシステムの多様性と普遍性を理解する上で
重要であると考えられる． 
 
1-6. アフリカツメガエルの造血 
アフリカツメガエル（Xenopus laevis）は胎子発生における組織形成の研究に広く用
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いられている．また，成体のアフリカツメガエルにおいても主に組織形態学的な観
察により主要な赤血球造血巣が肝臓であることが示唆されていた（Chegini, et al., 
1979）．成体アフリカツメガエルの肝臓は，右葉と左葉の存在や肝動脈，肝静脈，
中心静脈，類洞，胆管など，構造的に哺乳類の肝臓と類似している．一方で肝小葉
の構造が不明瞭なことや，多くのメラノマクロファージの存在など，哺乳類の肝臓
と異なる点もある（Wiechmann, et al., 2003）．当研究室のこれまでの研究により，
アフリカツメガエルの EPO（xlEPO）と EPOR（xlEPOR）の mRNA 配列が同定さ
れ，また，赤血球造血との関連性が明らかになった（Nogawa-Kosaka, et al., 2010; 
Aizawa, et al., 2005）．また，xlEPO応答性の赤血球前駆細胞が成体アフリカツメガ
エルの肝臓に存在することが明らかとなっている（Nogawa-Kosaka, et al., 2011）．
xlEPOは生体内で生物活性の保持に必要となる N結合型糖鎖を持たず，また，肝実
質細胞で発現している（Nogawa-Kosaka, et al., 2010）それ故，当研究室では成体ア
フリカツメガエル肝臓における赤血球造血は，哺乳類の胎子期肝臓と同様に EPO
の傍分泌様式で行われていることを提唱してきた．赤血球の寿命に関しても哺乳類
とアフリカツメガエルでは異なっている．マウスの赤血球造血は約 20 日であるこ
とが報告されている（Burwell, et al., 2012）．一方，アフリカツメガエルの赤血球寿
命は約 220日であることが当研究室の研究により明らかになっている（Maekawa, et 
al., 2012）．また，成体のマウスの末梢赤血球数は約 2×1010細胞/L であるが，アフ
リカツメガエルでは 4×109細胞/Lであり，赤血球の寿命と数から計算すると，マウ
スでは 1×109細胞，アフリカツメガエルでは 2×107細胞の赤血球が 1日に産生され
ていると考えられ，すなわちアフリカツメガエルの赤血球造血はマウスに比較して
赤血球数にして 50分の 1の割合で起きていると考えられる（図 4）．哺乳類及びア
フリカツメガエルにおいて，老化または損傷した赤血球は肝臓や脾臓に存在する貪
食細胞により消化される（Connor, et al., 1994; Chegini, et al., 1979）．すなわち，成
体の哺乳類では骨髄で赤血球の造血を行い，肝臓で破壊するが，アフリカツメガエ
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ルの肝臓は造血と破壊の両方が行われる場であることが分かる． 
 
 
図 4．哺乳類とアフリカツメガエルにおける赤血球数と寿命の比較 
ヒト，マウス及びアフリカツメガエルの赤血球数とその寿命を示している．また，それらの値
から一日に産生及び破壊される赤血球数を算出した． 
 
 
 
1-7. 本研究の狙い 
本研究では変態期及び成体アフリカツメガエル肝臓における赤血球系細胞と赤
血球造血を支持する組織環境に着目して研究を行なった．変態期アフリカツメガエ
ルの肝臓は組織形態学的・細胞生物学的に大きく変化する．本研究ではそのような
造血環境のダイナミックな変化の中で，赤血球造血に関わる前駆細胞は肝臓に存在
し続けるか，また，変態期の前後で赤血球前駆細胞の性質は変化するかを xlEPO
存在下における肝臓細胞の液体培養にて検証した．哺乳類では造血巣として機能し
ていた胎子肝臓が，成体肝臓としての機能を獲得するに伴い造血能は骨髄へ移行す
るが，アフリカツメガエルは肝造血を継続する．本研究は，生物間でみられるこの
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違いを理解する一助になると考えられる．また，成体アフリカツメガエル肝臓にお
ける赤血球造血は xlEPOと xlEPOR の結合により促され，一日に約 2×107細胞の赤
血球が産生されることが明らかとなっている．しかしながら xlEPOR陽性細胞が肝
臓内のどこでどの程度産生されているかは不明である．そこで本研究では，成体ア
フリカツメガエル肝臓における赤血球造血の動態を明らかにすることを目的とし，
成体アフリカツメガエルの肝臓内に含まれる成熟赤血球数，xlEPOR 陽性細胞数及
び一日に産生される xlEPOR陽性細胞数を同定し，また貧血ストレスに対する応答
性を評価した．また，xlEPOR 陽性細胞及び造血前駆細胞と思われる細胞周期の遅
い細胞（スローサイクリング細胞）の肝臓内における存在を確認した．さらに，
xlEPOR 陽性細胞の肝臓内における局在と，足場となり得る細胞を組織形態学的に
観察した． 本研究を通して得られた知見，すなわち造血環境の変化に伴う赤血球
前駆細胞の変化，肝造血における造血の動態，貧血に対する応答及び前駆細胞の組
織内局在は，脊椎動物における骨芽細胞性ニッチや血管性ニッチをはじめとした造
血システムの多様性と普遍性を理解する上での一助になると考えられる． 
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第２章 変態期肝臓における赤血球前駆細胞の性状 
2-1. 序論： 変態のダイナミクス 
両生類の変態は古くから研究が行われていており，アフリカツメガエルの変態期
に関しては 1956 年に Nieuwkoop と Faber らにより発生段階が分類されている
（Nieuwkoop and Faber, 1956）．両生類の変態は甲状腺ホルモン（Thyroid hormone, 
TH）により制御されており（Dodd, et al., 1976），前肢の出現や尾部の消失などが起
こる．それら変態期における変化の多くは細胞の死と再構築のプログラムによるこ
とが知られている（図 5）（Tata, 1998; Su et al., 1999; Brown and Cai, 2007）．また，
皮膚（Suzuki et al., 2009），肝臓（Atkinson et al., 1998），腸管（Ishizuya-Oka and Shi, 
2005），膵臓（Mukhi et al. 2008），免疫システム（Rollins-Smith, 1998），脳（Kollros, 
1981），眼（Hoskins 1986），筋（Nishikawa and Hayashi 1994; Shimizu-Nishikawa et al., 
2002），繊維芽細胞（Berry et al., 1998），及び造血システム（Weber, 1996）における
再構築の分子生物学的な側面に関しても報告がなされてきた．アフリカツメガエル
の造血器官は腹部血島（ventral blood island, VBI）から始まり，背側部中胚葉（dorsal 
lateral plate, DLP）を経て変態期には肝臓に移行するが（Chen and Turpen, 1995; 
Turpen et al., 1997），変態期肝臓では組織形態学的ならびに分子生物学的に大きな変
化が生じている．すなわち組織形態学的には肝臓の 3葉構造が 2葉に変化すること
や（Nishikawa A and Hayashi H, 1999），分子生物学的には肝実質細胞における Fetuin B
やアルコール脱水素酵素の発現が減少し，Albuminやシトクロム P450，カルバモイ
ルリン酸合成酵素の発現が上昇するなど（Shi YB, 1994; Mukhi S, et al., 2010），肝臓の
性質が大きく変化していることが考えられる．本研究では，造血器官内の組織環境
が大きく変化する変態期肝臓において，変態期の前後でそこに含まれる赤血球前駆
細胞の xlEPOに対する応答性に変化が生じるかを評価した． 
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図 5．変態期における甲状腺ホルモン発現量の変化（Donald D. Brown, 2007より引用改変） 
変態期アフリカツメガエルにおける甲状腺ホルモン（TH）の発現量の変化を示している．NF59
期あたりで極大値をとる．甲状腺ホルモンの働きにより，生体内の各組織で様々な遺伝子発現
変化が生じる． 
 
 
2-2. 手法 
2-2-1. 動物 
性成熟した雌性及び雌性のアフリカツメガエルを大内一夫氏（埼玉県三郷市）より
購入した．水温 22℃，12 時間周期の明暗条件下で飼育を行い，餌は成体ウナギ用
の固形餌を与えた．7/9×ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（ -）（Dulbecco’s 
Phosphate-Buffered Saline（-）, DPBS（-））で希釈した HCGモチダ（持田製薬）を
単回皮下投与し（雌 80単位，雄 10単位），暗所に静置することで繁殖行動を誘導
した．幼生のアフリカツメガエルは水温 22℃，12 時間周期の明暗条件下で飼育を
行い，変態前まではケール及びオオムギを含む粉末状の青汁を餌として与えた．変
態中期から魚類用のペレット餌を青汁と合わせて給餌し，発生が進むにつれて魚類
用の餌の割合を増加させた． 
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2-2-2. 細胞の遠心塗抹標本及び組織薄切標本の作成 
血液の凝集を防ぐため，細胞の希釈及び洗浄にはマグネシウムイオン及びカルシウ
ムイオンを含まない 7/9×DPBS（-）を用いた．50%ウシ胎子血清（FBS）を含む DPBS
（-）で希釈した 2×105 細胞/mLの細胞懸濁液 100 µLをスライドガラスに 1,100×g
で 4分間遠心することで遠心塗抹標本を作製した．その後十分に乾燥させ，染色を
行なった．組織の薄切標本は，採取した組織をまずブアン液（sigma）に浸し，4℃
で 24 時間処理した．エタノールを用いて脱水処理を行なった後にキシレンで透徹
し，パラフィン（Kendall-Tyco Healthcare）を用いて包埋した後にミクロトームを用
いて 4 µmの薄切標本を作製した．キシレンでパラフィンを除去し，エタノールで
親水化した後に染色を行なった． 
 
2-2-3. ヘマトキシリン・エオシン染色 
パラフィンを除去した組織薄切標本をヘマトキシリン液（和光純薬株式会社）に浸
し，5 分間処理した．その後流水で 10 分間洗浄し，エオシン液（和光純薬株式会
社）に 3分間浸し，エタノールによる脱水処理を行なった．脱水後にキシレンで透
徹し，ビオライトを用いて封入した後に検鏡した． 
 
2-2-4. o-ジアニシジン・ギムザ染色 
細胞の遠心塗抹標本または組織切片をメタノールで 5 分間固定し，1%の o-ジアニ
シジン（和光純薬株式会社）及び 3%の過酸化水素混合溶液で 1.5 分間処理した．
その後流水にて 5 分間洗浄し，10 倍希釈したギムザ染色液（和光純薬株式会社）
で 10分間処理し，流水で 5分間洗浄した後に封入し，検鏡した． 
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2-2-5. 細胞培養 
採取した肝臓を 7/9×DPBS（-）で洗浄し，その後 7/9×α最少必須培地（α-MEM，イ
ンビトロジェン社）に浸し，眼科用ハサミを用いてミンスし，シリンジを用いて細
胞をほぐした．その後溶血緩衝液（150 mM NH4Cl，14 mM NaHCO3，0.12 mM 
EDTA-2Na）を用いて溶血処理を行い，多くの成熟赤血球を除去した．溶血処理後
の細胞懸濁液を 40 µmナイロンセルストレイナーで処理し，単細胞化を行なった．
細胞は 10%FBS，ストレプトマイシン，ペニシリン，1%成体アフリカツメガエル
血清を含む 7/9×α-MEM で培養し，96 ウェルプレートで 1 ウェルあたり 1.5×104細
胞を播種した．また，一部の細胞は，大腸菌を用いて発現・精製した xlEPOを 100 
ng/ml加えて培養した（Nogawa-Kosaka, et al., 2011）．培養開始から 8日目までの間，
毎日細胞の o-ジアニシジン・ギムザ染色及び計数を行なった． 
 
2-2-6. 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（Reverse transcription polymerase chain 
reaction, RT-PCR） 
TriPure isolation reagent（Roche Applied Science）付属のマニュアルに従って各培養
日数の肝臓細胞から総 RNAを抽出した．その後 ReverTra Ace（Toyobo）を用いて
逆転写反応を行い，相補的 DNA（complementary DNA, cDNA）を作製し，PCR法
により遺伝子の発現量を半定量的に解析した．なお，内在性コントロールとしてリ
ボソーム蛋白質 L13a（rpl13a）を用いた．PCR法においては，以下のプライマーを
用いた． 
larval β2-globin Fw, 5′-ACCCCTGGACCCAGAGATAC-3′ 
larval β2-globin Re,  5′-CATTGCCAACAGCTGAAAGA-3′ 
adult β2-globin Fw,  5′-CCATCAAGCACATGGATGAC-3′ 
adult β2-globin Re,  5′-GAGCCAGGGCAATAGACAAG-3′ 
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epor Fw,   5′-GCTGCACTTCCACAATCTTTC-3′ 
epor Re,   5’-CACTCTGTTGTTTGCCTTTACTG-3′ 
gata-1a Fw,   5′-CCAAAGAAACGCCTGATTGT-3′ 
gata-1a Re,   5’-TCTCCACTTGCATTCCGTC-3′ 
gata-2 Fw,   5′-ACAGCAGCGGCCTCTTTCATC-3′ 
gata-2 Re,   5’-CCGGTCCCATCTCTTCTCCAC-3′ 
rpl13a-Fw,   5′-GGCAACTTCTACCGCAACAA-3′ 
rpl13a-Re,   5’-GTCATAGGGAGGTGGGATTCC-3′ 
 
2-2-7. 統計学的手法 
実験は 3重測定（triplicate assay）で実施し，図におけるエラーバーは標準誤差を示
している．有意差検定は Student’s t 検定または Dunnett’s 検定を用いて実施した．
有意水準は p<0.05とした． 
 
2-3. 結果 
2-3-1.  変態期アフリカツメガエル肝臓の組織学的変化 
変態期アフリカツメガエル（NF49，56，60，66）における外観，内部臓器の様子，
及び肝臓の組織構造を比較した（図 6 A-C）． 
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図 6．変態期アフリカツメガエル肝臓の構造変化 
（A）各ステージにおける外観を背側から示した．スケールバーは 10 mmを示している．（B）
各ステージにおける腹部の内部構造を示した．矢印は肝臓を示している．（C）各ステージにお
ける肝臓の HE染色像を示した．スケールバーは 50 µmを示している．矢印は色素細胞を示し
ている．（出典：Okui T, et al. 2016） 
 
 
変態期に入るころには肝臓は既に形成されているが，変態中期（NF60）における
肝臓は赤色を強く呈していた．変態後期（NF66）の肝臓はやや黒みがかっていた
（図 6B）．肝臓の構造は各ステージで異なっており，組織形態学的な観察から，発
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生段階が進むにつれて色素細胞が増加し，類洞面積が減少し，肝実質細胞の大きさ
が増加している傾向が見られた（図 6C）．そこで類洞と肝実質細胞の面積を画像解
析したところ，類洞面積は NF46と比較して NF56，60，66では有意に減少してお
り，一方で肝実質細胞の面積は NF66で他の発生段階と比較して有意に増加してい
た（図 7 A及び B）． 
 
 
図 7．変態期アフリカツメガエル肝臓の組織形態学的変化 
（A）各ステージにおける肝臓の類洞面積を画像解析により求めた．グラフの数値は，3箇所
の顕微鏡像より得た類洞の占める面積の百分率の平均値と標準偏差を示している． ***; P < 
0.001（NF49との比較）, Dunnett検定．（B）各ステージにおける肝実質細胞の面積を画像解析
により求めた．グラフの数値は各ステージで観察した肝実質細胞の面積の平均値と標準偏差を
示している（n=9）．***; P < 0.001（NF49との比較）, Dunnett’s検定．（出典：Okui T, et al. 2016） 
 
 
2-3-2. 変態期アフリカツメガエル肝臓の液体培養 
本研究においては，変態期アフリカツメガエル肝臓（NF56及び NF66）から得た細
胞を培養培地に播種するが，その際に肝臓内に存在していた成熟赤血球が培養系に
混入する点が懸念された．そこで培養条件の検討として，播種前の溶血処理の有無
を比較した．アフリカツメガエル（NF56）から採取した肝臓を単一細胞に処理し，
溶血処理の有無を分けて培養を開始した．経時的に細胞数を計数した結果，溶血処
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理を行わずに播種した場合は EPO 存在下においても培養開始から 6 日目まで細胞
数に変化は見られなかったが，溶血処理を行なった場合は EPO 存在下で細胞数が
増加した（図 8）．また，どちらの群においても EPO非存在下では培養日数に伴っ
て細胞は減少した． 
 
図 8．変態期アフリカツメガエル肝臓の液体培養における溶血処理の影響 
アフリカツメガエル（NF56）の肝臓を，播種前の溶血処理を行わない場合（A）と行う場合（B）
に分けて培養を実施した．数値は培養系における細胞数±標準偏差を示す．N.D.; 検出不可，*; 
p<0.05，**; p<0.01，***; p<0.001（対照群との比較）， Student’s t検定（n=3）．（出典：Okui T, et 
al. 2016） 
 
 
図 8の結果を受けて，本研究における肝臓の液体培養は溶血処理を行なった後に播
種することとした．変態前期（NF56）及び変態後期（NF66）のアフリカツメガエ
ルから肝臓を採取し，EPO 存在下で液体培養を行なった．培養開始から 8 日目ま
で経時的に形態の観察とそれに基づく細胞種の分類及び細胞数の計数を実施した
（図 9及び図 10）． 
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図 9．変態期アフリカツメガエル肝臓細胞の培養に伴う形態の変化 
（A）NF56及び NF66のアフリカツメガエル肝臓の細胞を液体培養し，培養開始時及び 8日後
の形態を落射型顕微鏡で撮影した図を示している．スケールバーは 50 µmを示している．（B, C）
NF56または NF66のアフリカツメガエル肝臓の細胞を液体培養し，培養開始時，5日後及び 8
日後の細胞の遠心塗抹標本の o-ジアニシジン・ギムザ染色像を示している．スケールバーは 50 
µmを示しており，赤色の矢印は後述する芽球様細胞，青色の矢印は成熟赤血球を示している．
（出典：Okui T, et al. 2016） 
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液体培養開始から 8 日目では，培養開始時及び対照群（EPO 非添加群）と比較し
て細胞数が増加しており，また，形態の異なる細胞が混在する様子が見られた（図
9A）．EPO 添加群の培養開始から 5 日目及び 8 日目の細胞の形態を o-ジアニシジ
ン・ギムザ染色像により観察したところ，細胞質に対する核の比率（N/C比）が大
きい芽球様の細胞，及び o-ジアニシジン陽性を示す細胞が培養日数の経過に伴い増
加している様子が確認された（図 9B, C）．そこで o-ジアニシジン・ギムザ染色像
をもとに細胞種を o-ジアニシジン陽性細胞，芽球様細胞，その他の細胞に分類し（図
10A），各培養日数における細胞種の内訳を計数により求めた（図 10B）． 
 
 
図 10．培養日数に伴う細胞種と数の変化 
（A）変態期アフリカツメガエル肝臓細胞の液体培養後の細胞種を o-ジアニシジン・ギムザ染
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色像に基づき分類した．（B）NF56及び NF66のアフリカツメガエル肝臓を液体培養した際の，
各培養日数における各細胞種の数を示している．値は平均値±標準偏差を示している（n=3）．
細胞種は（A）に基づいて分類している．（出典：Okui T, et al. 2016） 
 
 
NF56及び NF66の肝臓において，培養開始後細胞数は増加し続けた．NF56におい
ては，5 日目に最大細胞数の半数に達し，7 日目に細胞数はプラトーに達した（図
10B）．NF66では培養開始から 8日後においても細胞数は増加し続けた（図 10B）．
総細胞数の推移において，NF56 ではシグモイド型の増殖パターンを示したが，
NF66 では線形の増殖パターンが見られた（図 10B）．芽球様細胞に関して，NF56
及び NF66において培養開始後 3日目から増加し始め，5日目（NF56）または 4日
目（NF66）に極大値をとり（図 10B），7 日目に減少した．o-ジアニシジン陽性細
胞数に関して，NF56では培養開始から 5日後まで減少を続け，NF66では 2日目に
僅かに増加したが 5日目で NF56と同様に減少していた．また，NF56では 7日目
に，NF66では 7日目に急速な細胞数の増加が認められた．培養開始から 8日後に
おいては，NF56 では o-ジアニシジン陽性細胞数は減少したのに対して，NF66 で
は増加し続けた． 
 
2-3-3. 変態期肝臓細胞における EPO存在下での遺伝子発現変化 
変態期アフリカツメガエル肝臓細胞を EPO 存在下で液体培養した際の，各培養日
数における遺伝子発現を RT-PCR法により解析した．哺乳類や魚類で赤血球造血に
関与することが知られている epor，gata1及び gata2と，成熟赤血球において酸素運
搬を担う globinを幼生型（larval globin）と成体型（adult globin）に区別して解析を
行なった．その結果，幼生型及び成体型グロビンは培養開始から 6日から 8日の間
で増加していた（図 11）．これは o-ジアニシジン陽性細胞数の増加と培養日数の点
で一致していた．また，興味深いことに NF56では培養に伴い幼生型 globinが成体
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型より多く発現したが，NF66では逆に成体型 globinが幼生型 globinより多く発現
した（図 11）．NF56及び NF66において，Globinの発現パターンは培養日数に伴っ
て波状に変化した．すなわち，培養開始直後に発現が見られていた globinは培養開
始後 4日目までに発現が減少していき，5日目頃から再び発現が増加した（図 11）． 
 Eporの遺伝子発現量は NF56及び NF66において，培養開始後 5日目にピークを
迎えた．Epor についても globin と類似した発現変化のパターンが見られ，すなわ
ち培養開始直後に発現が見られていたが，その後 2日目までに発現が減少し，3日
目以降に発現が増加していた．Gata-2は NF56及び NF66において，培養開始から
それぞれ 4日及び 3日に発現のピークが見られた．一方で gata-1は NF56及び NF66
では培養開始からそれぞれ 6日目及び 5日目にピークが見られた．各発生ステージ
において，gata-2と gata-1の発現のピークには 2日間の差が見られた．Albuminに
関しては，培養開始直後に見られていた発現が，培養日数の経過と共に減少した（図
11）． 
 
 
図 11．培養肝臓細胞における赤血球造血に関連した遺伝子の発現 
NF56（左）及び NF66（右）の肝臓細胞を EPO存在下で液体培養し，経時的な遺伝子発現の変
化を RT-PCR法により半定量的に解析した．内在性のコントロールとして rpl13を用いた．（出
典：Okui T, et al. 2016） 
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2-4. 考察 
これまでの研究によりアフリカツメガエルの肝臓は，幼生においても，また成体に
おいても造血器官としての働きを担うことが考えられる．一方で，アフリカツメガ
エルの肝臓内組織環境は変態期を通して大きく変化する．本研究においても NF49
以降は肝臓組織に占める類洞の面積が縮小し，NF66 では肝実質細胞の大きさが増
加している様子が見られた（図 6）．また，成体の肝臓において観察される色素細
胞（メラノマクロファージ）が NF60頃から肝臓内で見られた（図 6C）．肝臓の外
観を比較すると NF66ではやや黒みがかった様子が見られたが（図 6B），それは色
素細胞の増加によるものと考えられた．以上のように変態期を通して組織環境がダ
イナミックに変化するアフリカツメガエル肝臓は，幼生及び成体において造血器官
として働くものの，その造血組織環境は異なる可能性が考えられた．本研究では変
態期肝臓を EPO 存在下で液体培養することで，肝臓中に含まれる赤血球前駆細胞
を同定し，それらの EPOに対する応答性の違いを変態前期と後期で比較した． 
 肝臓細胞の液体培養に先立ち，溶血処理の有無を比較した．肝臓内には成熟した
赤血球も多数含まれており，未処理で肝臓から細胞を採取した場合は成熟赤血球が
培養系に混入する．本研究では培養前に溶血処理を行うことにより，培養系への成
熟赤血球の混入を減少させようと考えた．溶血処理を行わずに液体培養を開始する
と，EPO 添加群において細胞数の変化は見られなかったが，溶血処理を行なった
ところ培養日数に伴って細胞数が増加した（図 8）．溶血処理の有無でこのような
違いが生じた理由はいくつか考えられる．まず一つは，成熟赤血球の混入に伴って
培養系に播種された赤血球前駆細胞数が減少したことである．次に成熟赤血球が培
養系の EPOを吸収した可能性である．アフリカツメガエルの成熟赤血球には EPOR
が発現していることが報告されており，培養系に多量の成熟赤血球が混入した場合
に EPOがそれらに発現している EPORに結合することで，赤血球前駆細胞に EPO
刺激が入らないことが考えられる．細胞数の増加が確認されたことから，本研究で
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は溶血処理を行う培養プロトコルを用いて実験を実施した． 
 変態期肝臓の EPO 存在下での液体培養により細胞数は増加し，また，ヘテロな
細胞集団となった．本研究では細胞種を「o-ジアニシジン陽性細胞」「芽球様細胞」
「その他の細胞」に分類して，各細胞数が培養に伴いどのように変化するかを解析
した．NF56及び NF66の肝臓で液体培養開始後細胞数は増加を続けたが，NF56に
おいては培養 7日目にプラトー（3.5×105 細胞/mL）に達し，NF66では 8日目まで
プラトーに達することはなかった．また，総細胞数の推移に関しては NF56ではシ
グモイド型の増殖パターンが見られたが，NF66では線形の増殖パターンを示した．
以上の結果から，NF56及び NF66では EPOに応答する前駆細胞の性質に異なる点
があることが考えられた．芽球様細胞の増殖パターンに着目すると，NF56 では培
養開始から 5日後に，NF66では培養開始から 4日後に極大値となった．また，o-
ジアニシジン陽性細胞においては NF56 では 7 日目に急激に増加したが，NF66 で
は 6日目に急激な増加が見られた．以上のことから，NF56の肝臓に存在する前駆
細胞は NF66に含まれる前駆細胞と比較して未熟な段階にあることが考えられた． 
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図 12．in vitro培養系における赤血球分化の様子 
変態期アフリカツメガエル肝臓を EPO存在下で液体培養した際の分化過程と遺伝子発現変化
を模式的に表した．日数に関して，3-4日は培養を開始した後の日数を示し，2日はその後の経
過日数を示す（出典：Okui T, et al. 2016） 
 
 
また，変態の前期（NF56）と後期（NF66）の肝臓に含まれる赤血球前駆細胞では，
分化成熟に伴い発現する globinの型が異なっており，NF56では幼生型 globin，NF66
では成体型 globinが主に発現した．アフリカツメガエルのヘモグロビンスイッチに
関しては，主に 2つのシステムが提唱されており，1つは共通の造血前駆細胞から
幼生型又は成体型 globinを持つ赤血球が産生される説であり，もう 1つは幼生型と
成体型で造血前駆細胞が異なる説である．本研究の結果からは，変態の前期と後期
で顕著に globin型が異なったことから，後者の説，すなわち幼生型赤血球を産生す
る前駆細胞と成体型赤血球を産生する前駆細胞が存在すると考えられた． 
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第３章 アフリカツメガエル肝臓における赤血球系細胞の同
定と計数 
 
3-1. 序論：造血巣の組織形態学的特性 
哺乳類の造血は主に骨髄で行われる．骨髄は骨皮質の内側で骨梁と骨梁に囲まれた
部分の組織であり，成人の持つ骨髄の総重量は約 2.6 kgにも及ぶ．哺乳類骨髄では
赤血球，顆粒球，リンパ球，単球及び血小板と，全ての種類の血球が産生される．
骨髄を肉眼で観察すると，造血が盛んで造血細胞に富む赤色髄と，造血が盛んでは
なく脂肪組織で満たされた黄色髄が見られる．造血が盛んに行われている赤色髄は，
血管洞と造血組織からなる．骨を貫通してきた終末動脈は血管洞に連結し，毛細血
管を経て中心静脈へと繋がる．造血組織で産生された各種の成熟血球は血管洞から
血流中に出て，中心静脈を経て体循環へ供給される．骨髄における造血組織は，造
血幹細胞とこれに由来する種々の分化段階にある造血細胞，さらにそれらの細胞を
支持する造血微小環境（ニッチ，Niche）と呼ばれる間質系組織（ストローマ）か
ら成り立っている．また，造血細胞の中でも赤血球系細胞は，種々の分化段階にあ
る赤血球前駆細胞がマクロファージを取り囲むようにして成る赤芽球島
（Erythroblastic island）と呼ばれる集団を形成することが報告されている．顆粒球
系の細胞は造血組織全体に分布しているが，分化成熟が進むにつれて血管洞付近に
位置することが知られている．巨核球は血管洞に接する形で存在し，細胞質突起を
血管洞内に突出させ，その細胞質がちぎれて血小板となり血流中へ放出する様子が
観察されている．造血組織で産生された各種の血球は血管洞に放出されることで血
流の循環に乗るが，造血組織と血管洞は外膜細胞，基底膜及び内皮細胞の 3種の細
胞層により隔てられており，血球は外膜細胞と基底膜の隙間を通過し，さらに内皮
細胞の小孔を通って血管洞へ出る．造血組織に面している外膜細胞は，細胞質の突
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起及び細網繊維を張り巡らせることで，複雑な三次元網目構造を形成している．そ
れに加え，繊維芽細胞，脂肪細胞及びその前駆細胞，マクロファージが造血組織に
存在し，それら細胞が産生する細胞外基質（proteoglycan，fibronectin，laminin，v-cam
など）からなるストローマが造血微小環境を構成する．哺乳類における造血に関し
ては脾臓も深く関与することが知られている．脾臓の実質は白脾髄，赤脾髄，辺縁
帯からなる．白脾髄はリンパ組織である．赤脾髄は脾洞とそれを取り囲む脾索から
なり，脾索は複雑な網目構造をとる細網組織及びそれを取り巻く空間からなる．脾
索には種々の血球とマクロファージが存在し，それらのマクロファージは血球の生
理的破壊や溶血性貧血における赤血球の破壊に関与している．脾臓の機能としては，
変形能を失った老化赤血球や欠陥のある赤血球の処理とその分解産物の除去，異物
の貪食，血小板の貯蔵などが挙げられる． 
 一方，アフリカツメガエルの主な造血器官は肝臓である．肝臓は内胚葉由来の肝
実質細胞と胆管細胞，中胚葉由来の類洞内皮細胞とクッパ―細胞，星細胞，ピット
細胞，結合組織細胞，外胚葉由来の神経細胞などから構成されている．肝実質細胞
は代謝の中心的な役割を担う細胞であり，ヒトでは肝臓を構成する細胞の約 6 割，
容積にして約 8 割を占める．肝実質細胞は肝小葉の中心静脈から放射状に配列し，
肝細胞索を形成している．肝臓には肝小葉の周辺部から中心静脈部まで放射状に配
列する肝細胞間を迷路状に通る特殊な毛細血管である類洞が存在する．その類洞を
直接構成する細胞は類洞内皮細胞と呼ばれ，また，類洞血中で類洞壁に接着してい
る細胞としてクッパ―細胞，星細胞，ピット細胞などがあり，これらは総じて肝類
洞壁細胞と呼ばれる．肝類洞壁細胞からはサイトカインや生理活性物質が分泌され，
パラクライン様式により相互に作用し合いながら肝組織の恒常性を維持する役割
を担っている．哺乳類の肝臓における造血は，胎子期の肝造血と成体における髄外
造血が知られている． 
 本章では，まず哺乳類の主な造血器官である骨髄に着目し，アフリカツメガエル
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とマウスの大腿骨骨髄を組織形態学的に比較した．次に成体アフリカツメガエルの
主な造血器官である肝臓に着目した．造血器官であることは知られている一方，肝
臓内にどれほどの赤血球及びその前駆細胞が存在しているかは不明であったため，
肝臓全体に含まれる成熟赤血球及び赤血球前駆細胞の絶対数を求めることとした．
また，末梢赤血球数に深く関与する貪食細胞の絶対数も同時に算出した． 
 
3-2.  手法 
3-2-1. 動物 
アフリカツメガエルは，成体の雄（野生型，体重 30–40 g）を大内一夫氏（埼玉県
三郷市）より購入した．水温 22℃，12 時間周期の明暗条件下で飼育を行い，餌は
成体ウナギ用の固形餌を与えた． 
 
3-2-2. オイルレッド O染色 
オイルレッド O（Sigma）15 mgを 50 mLのイソプロパノールに溶解させ，ストッ
ク溶液を調製した．使用時にストック溶液を超純水にて 60%に希釈して用いた．組
織切片を 10%ホルマリン溶液で固定した後，DPBS（－）で洗浄し，イソプロパノ
ールに浸した後に希釈したオイルレッド O染色液で 10分間処理した．60%のイソ
プロパノールで一度洗浄し，その後 DPBS（－）で 2回洗浄した後に封入し，検鏡
した． 
 
3-2-3. メイグリュンワルド・ギムザ染色 
組織切片にメイグリュンワルド染色液（和光純薬株式会社）を滴下して 3分間処理
し，等量の 66.7 mMリン酸緩衝液（pH 6.4）を加えてさらに 3分間処理した．その
後 10 倍希釈したギムザ染色液（和光純薬株式会社）で 10 分間処理し，流水で 5
分間洗浄した後に封入し，検鏡した． 
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3-2-4. o-ジアニシジン・ギムザ染色 
細胞の遠心塗抹標本または組織切片をメタノールで 5 分間固定し，1%の o-ジアニ
シジン（和光純薬株式会社）及び 3%の過酸化水素混合溶液で 1.5 分間処理した．
その後流水にて 5 分間洗浄し，10 倍希釈したギムザ染色液（和光純薬株式会社）
で 10分間処理し，流水で 5分間洗浄した後に封入し，検鏡した． 
 
3-2-5. 免疫染色 
免疫染色にはウサギ抗 xlEPOR ポリクローナル抗体（抗 xlEPOR PoAb）を用いた
（Aizawa, et al. 2005）．ウサギ血清から抗 xlEPOR PoAbを精製するため，まずプロ
テイン Aカラムを用いて IgGを精製した．0.1 Mグリシン塩酸緩衝液（pH2.5）に
よる溶出の後，溶出画分をグルタチオン Sトランスフェラーゼ（GST）カラムに通
し，抗原である xlEPOR-GST 融合蛋白質のうち GST 部位を認識する抗体を除去し
た．その後フロースルー画分を xlEPOR-GSTアフィニティ―カラムに通し，xlEPOR
を認識する抗体を精製した．精製した抗 xlEPOR PoAbはイムノブロット法及び吸
収実験により xlEPORへの特異性を確認した． 
 
3-3. 結果 
3-3-1. アフリカツメガエル及びマウスにおける骨髄の比較 
成体アフリカツメガエル及びマウスから大腿骨を採取し，骨髄の様子を比較した．
大腿骨の断面を観察したところ，マウスでは赤色髄を呈していたが，アフリカツメ
ガエルは黄色髄であった（図 13 a及び b）．組織切片を作製し，HE染色像を観察し
たところ，マウスの骨髄には多くの血液系細胞が観察されたが，アフリカツメガエ
ルでは僅かな血液系細胞が観察できる程度であった（図 13 c及び d）．また，オイ
ルレッド O 染色像を比較したところ，マウスでは殆ど染色されなかったが，アフ
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リカツメガエルでは多くの部分が赤色に染色された（13 e及び f）．各動物の骨髄に
おける血液系細胞が占める割合を，HE組織染色像の画像解析から求めた．その結
果，マウスでは約 70%が血液系細胞であったのに対し，アフリカツメガエルでは約
15%程度であった（図 13g）． 
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図 13．アフリカツメガエルとマウスの骨髄 
アフリカツメガエルとマウスの骨髄（大腿骨）を比較した．（a, b）各動物における大腿骨の断
面図を示している．（c, d）各動物における大腿骨の HE染色像を示している．矢印; 血液系細
胞，*; 脂肪細胞（e, f）各動物における大腿骨骨端のオイルレッド O染色像を示している．赤
色に染色されている箇所は脂肪である．（g）各動物における大腿骨の HE染色像から，骨髄内
の血液系細胞が占める面積を画像解析により求めた．3視野分を解析し，数値は平均値±標準偏
差を示している．（出典：Okui T, et al. 2013） 
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3-3-2.  肝臓内の赤血球及び赤血球前駆細胞の同定と計数 
アフリカツメガエル肝臓に含まれる赤血球及び赤血球前駆細胞の同定と計数を
行なった．赤血球の同定においては，赤血球で発現する globinが有する偽ペルオキ
シダーゼ活性を利用した o-ジアニシジン・ギムザ染色法を用いた．赤血球前駆細胞
の同定では，xlEPOR の発現を指標とし，主に組織免疫染色法を用いた．また，組
織内に含まれる赤血球及び赤血球前駆細胞の計数に関して，本研究では組織標本の
画像解析及び組織湿重量を利用した方法を用いた．すなわち，剖検により採取した
肝臓の湿重を記録し，その後単位体積当たりの湿重を測定することにより肝臓の体
積を算出する．その後単位体積当たりに含まれる o-ジアニシジン陽性細胞又は
xlEPOR 陽性細胞の数を組織標本から計数し，肝臓全体の体積に換算することで肝
臓内に含まれるそれらの細胞の絶対数を算出した（図 14）． 
 
 
図 14．組織に含まれる赤血球系細胞の計数法 
本研究で用いた組織内赤血球系細胞の計数方法を模式的に示している．採取した肝臓の湿重を
記録し，その後単位体積当たりの湿重を測定することにより肝臓の体積を算出する．その後単
位体積当たりに含まれる目的の細胞数を組織標本から計数し，肝臓全体の体積に換算すること
で肝臓内に含まれるそれらの細胞の総数を計算した 
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肝臓の組織切片に対して o-ジアニシジン・ギムザ染色を行なったところ，褐色に染
色された o-ジアニシジン陽性細胞を検出することが出来た（図 15A）．o-ジアニシ
ジン陽性細胞は類洞内に観察され，また，黒色のメラノマクロファージも確認され
た．抗 xlEPOR PoAbを用いた蛍光免疫染色を実施したところ，xlEPOR陽性を示す
細胞が確認された（図 15B）．o-ジアニシジン染色及び免疫染色を施した組織標本
から各種細胞を計数し，肝臓全体に含まれる絶対数を算出したところ，o-ジアニシ
ジン陽性細胞は約 1.24×108 細胞，xlEPOR陽性細胞は約 1.36×108 細胞であった（図
15C）． 
 
図 15．正常個体肝臓に含まれる赤血球系細胞の同定と計数 
正常成体アフリカツメガエル肝臓における o-ジアニシジン陽性細胞及び xlEPOR陽性細胞を示
している．（A）肝臓の o-ジアニシジン・ギムザ染色像を示している．褐色に染色された部分が
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o-ジアニシジン陽性細胞を表している．（B）肝臓の抗 xlEPOR PoAbによる蛍光免疫染色像を示
している．xlEPORは緑色で標識し，核染色は DAPI（青色）を用いて行なった．（C）A及び B
で示した組織標本の画像解析により求めた，肝臓全体に含まれる o-ジアニシジン陽性細胞及び
xlEPOR陽性細胞の絶対数を示している．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
 
3-3-3. 肝臓における貪食細胞の同定と計数 
肝臓中に含まれる貪食細胞を同定し，細胞数を求めるために，成体アフリカツメガ
エルへの蛍光ビーズ又は墨汁の心投与を実施した．投与したのちの個体から肝臓を
採取し，組織標本を作製した後にメイグリュンワルド・ギムザ染色を施した．その
結果，肝臓の類洞血管内に蛍光ビーズ又は墨汁を含んだ貪食細胞がどちらの実験に
おいても同様に観察された（図 16 A及び B）．蛍光ビーズを投与した個体で得られ
た肝臓組織標本から貪食細胞を計数し，肝臓内に含まれる貪食細胞の絶対数を求め
た．その結果，肝臓では右葉と左葉を合わせて約 1.3×107 細胞の貪食細胞が存在し
ていた（図 16C）．それに対して脾臓では約 0.2×107 細胞の貪食細胞が存在してい
た．また，肝臓の右葉及び左葉に違いは見られなかった． 
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図 16．肝臓内貪食細胞の検出 
（A）アフリカツメガエル肝臓内の貪食細胞を，蛍光ビーズを用いて検出した．図中の緑色（矢
印）はビーズを貪食した細胞の様子を示している．（B）アルビノ個体に墨汁を心投与し，肝臓
中の貪食細胞を検出した．図中の黒色（矢印）は墨汁を貪食した細胞を示している．Si; 類洞
（C）肝臓の右葉及び左葉及び脾臓中に含まれる貪食細胞数を示している．数値は蛍光ビーズ
により検出した貪食細胞を計数することで求めた．3視野分を解析し，平均値±標準偏差で示し
ている．N.S.; 有意差なし（Student’s t検定）．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
 
3-4. 考察 
本章ではまずアフリカツメガエルとマウスの大腿骨骨髄の比較を行なった．その
結果，哺乳類であるマウスと異なりアフリカツメガエルの骨髄は黄色髄を呈してお
り，脂肪組織で満たされていた．この結果からアフリカツメガエルの骨髄が少なく
とも正常個体においては主要な造血器官として機能していないことが推察できる．
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しかし，HE染色像では僅かに血液系細胞も観察されたことから，造血器官として
の働きを完全に否定することは出来ない．アフリカツメガエル骨髄においても哺乳
類同様に，外膜細胞による複雑な三次元網目構造の形成，繊維芽細胞，脂肪細胞及
びその前駆細胞，マクロファージの存在，それら細胞が産生する細胞外基質からな
るストローマ存在していた場合，骨髄に造血幹・前駆細胞の至適微小環境が存在し
ている可能性はある． 
本章では肝臓内に含まれる赤血球系細胞及び貪食細胞の絶対数の評価に関して，
組織形態学的な手法を用いた．細胞種の同定と計数を目的とした場合，フローサイ
トメトリー法やコロニーアッセイ法などの手法も用いられることが多いが，本研究
では各種細胞の組織内局在についても解析を行うため，組織形態学的な手法をとっ
た．また，本章ではアフリカツメガエル肝臓に存在する貪食細胞を検出するために，
蛍光ビーズ又は墨汁の心投与を実施した．成体アフリカツメガエル肝臓にはメラノ
マクロファージと呼ばれる黒色色素を含有するマクロファージが存在している．そ
こで墨汁の投与には黒色色素を持たないアルビノ個体を用いた． 
次に正常成体アフリカツメガエル肝臓内に含まれる o-ジアニシジン陽性細胞及
び xlEPOR陽性細胞を検出し，計数した．その結果，o-ジアニシジン陽性細胞は約
1.24×108 細胞，xlEPOR陽性細胞は 1.36×108 細胞が含まれており，ほぼ同数である
ことが明らかとなった．前川らの研究により，正常アフリカツメガエルの赤血球寿
命は約 220日であることが報告されている．また，40 gのアフリカツメガエルにお
ける循環血液量は約 4 mLであり，末梢赤血球濃度が 1×1012 細胞/Lであることか
ら，全赤血球量は 4×109 細胞である．故に成体アフリカツメガエルでは 1 日当た
り約 2×107 細胞の赤血球が破壊され，同時に産生されていることが考えられる．本
研究で検出した xlEPORの多くが赤血球前駆細胞と考えられるが，肝臓中に存在す
る xlEPOR陽性細胞の約 7分の 1の数の成熟赤血球が 1日に循環血中へ放出されて
いることが考えられた． 
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貪食細胞の数に関しては，肝臓と脾臓に含まれる絶対数をそれぞれ比較した．そ
の結果，肝臓には約 12.4×106 細胞，脾臓には約 2.0×106 細胞が存在しており，肝
臓が脾臓に比べて約 6倍多く貪食細胞を含んでいることが明らかとなった．故に赤
血球の破壊において，主要な器官は肝臓であることが考えられ，成体アフリカツメ
ガエルの肝臓は赤血球の産生と破壊を担う臓器であると考えられた．先述したとお
り，成体アフリカツメガエルでは 1 日に約 2×107 細胞の赤血球が破壊される．本
研究で検出した貪食細胞が全て一様に赤血球破壊に関与すると仮定すると，1日で
貪食細胞 1細胞あたり約 1.4細胞の赤血球を破壊することになる．また，肝臓全体
では 1日に約 1.7×107 細胞の赤血球を破壊していることが考えられた． 
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第４章 急性失血性貧血モデルにおける赤血球系細胞の変化 
 
4-1  序論 
貧血とは，単位容積血液中の赤血球数，ヘモグロビン濃度あるいはヘマトクリット
値が正常より低下した状態のことをいう．哺乳類では末梢赤血球数の減少により貧
血，すなわち低酸素状態が誘導されると EPO の発現が上昇し，赤血球造血が亢進
される．また，正常時は骨髄を主要な造血器官としてもつ哺乳類においても，貧血
時は脾臓や肝臓などで髄外造血が行われる．このように，哺乳類には貧血ストレス
に対するフィードバック機構が備わっている．アフリカツメガエルに関しては，成
体アフリカツメガエルに溶血剤であるフェニルヒドラジン（Phenylhydrazine，PHZ）
を投与することで，末梢血中の赤血球が溶血し，急性溶血性貧血を引き起こす．会
沢らが報告したプロトコルでは末梢赤血球数は PHZ投与後 8 日目頃に極小値をと
る（Aizawa, et al. 2005）．その後末梢赤血球数は回復していき，投与後約 15日で投
与前の数値に回復する． 
 
 
図 17．急性溶血性貧血モデルにおける末梢赤血球数の推移 
PHZ 投与によるアフリカツメガエルの急性溶血性貧血モデルにおける末梢赤血球数の推移を
示している． 
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本研究では貧血状態にあるアフリカツメガエル肝臓において，赤血球数の恒常性維
持を目指して肝臓内の赤血球造血動態にどのような変化が起こるのかを評価した．
その際，上述した急性溶血性貧血に加え，心穿刺による瀉血で貧血誘導した急性失
血性貧血モデルを確立し，解析対象とした．2種のモデルを用いた理由として，ア
フリカツメガエルの赤血球破壊がある．アフリカツメガエルは肝臓に貪食細胞を持
つことが報告されており，赤血球破壊に関与する．すなわち，アフリカツメガエル
肝臓は赤血球の産生と破壊を担う臓器であり，内部には新生赤血球と破壊される赤
血球が混在していることが考えられる．本研究では後に肝臓内における赤血球造血
の動態を探るため，そのような混在は正確な測定に影響を与えると考え，赤血球破
壊の起こらない急性失血性貧血モデルの確立を試みた． 
 
4-2. 手法 
4-2-1. 急性溶血性貧血モデル 
雄のアフリカツメガエル成体（約 40 g）に 7/9×DPBSを用いて溶解したフェニルヒ
ドラジン（PHZ，Sigma）を単回腹腔投与（25 mg/kg体重）した．剖検を実施する
前に心採血を行い，循環赤血球数の減少を確認した．剖検時の麻酔はMS-222を用
いた． 
 
4-2-2. 急性失血性貧血モデル 
雄性アフリカツメガエル成体（約 40 g）から，無麻酔下心穿刺により 1日に約 1 mL，
2日間で計 2 mLの血液を瀉血した．剖検を実施する前に心採血を行い，循環赤血
球数の減少を確認した．剖検時の麻酔はMS-222を用いた． 
 
4-2-3. o-ジアニシジン・ギムザ染色 
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細胞の遠心塗抹標本または組織切片をメタノールで 5 分間固定し，1%の o-ジアニ
シジン（和光純薬株式会社）及び 3%の過酸化水素混合溶液で 1.5 分間処理した．
その後流水にて 5 分間洗浄し，10 倍希釈したギムザ染色液（和光純薬株式会社）
で 10分間処理し，流水で 5分間洗浄した後に封入し，検鏡した． 
 
4-2-4. 免疫染色 
免疫染色には抗 xlEPOR PoAbを用いた（Aizawa, et al. 2005）．ウサギ血清から抗
xlEPOR PoAbを精製するため，まずプロテインAカラムを用いて IgGを精製した．
0.1 Mグリシン塩酸緩衝液（pH2.5）による溶出の後，溶出画分を GSTカラムに通
し，抗原である xlEPOR-GST 融合蛋白質のうち GST 部位を認識する抗体を除去し
た．その後フロースルー画分を xlEPOR-GSTアフィニティ―カラムに通し，xlEPOR
を認識する抗体を精製した．精製した抗 xlEPOR PoAbはイムノブロット法及び吸
収実験により xlEPORへの特異性を確認した． 
 
4-3. 結果 
4-3-1. 急性失血性貧血モデルにおける循環赤血球数の変動 
心臓から瀉血を行い，その後の経時的な末梢赤血球数の変動を評価した．その結
果，瀉血直前の末梢赤血球数は約 1.1×1012 細胞/Lであったのに対し，24時間後に
は半数以下にまで減少し，3 日目まで約 0.5×1012 細胞/L であった．瀉血後 4 日目
から末梢赤血球数の回復が見られ，8日目には定値となった（図 18）． 
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図 18．急性失血性貧血モデルにおける末梢赤血球数の推移 
瀉血後の末梢赤血球数の変動を経時的に示している．図中には 3個体分の値とその平均値（赤
色）を示している． 
 
 
4-3-2. 貧血モデルの肝臓中における成熟赤血球及び xlEPOR陽性細胞 
 正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体の肝臓を採取し，o-ジア
ニシジン・ギムザ染色法によりヘモグロビンを含有する赤血球系細胞を検出した
（図 19A）．その結果，正常個体と比較して 2種の貧血個体では o-ジアニシジン陽
性細胞が顕著に減少していた（図 19A）．組織切片の染色像から肝臓に含まれる o-
ジアニシジン陽性細胞の絶対数を求めたところ，正常個体と比較して 2種の貧血個
体では有意に減少しており（図 19B），約 3分の 1まで減少していた．また，肝臓
の右葉と左葉の間に違いは見られなかった． 
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図 19．貧血時肝臓における成熟赤血球数の変化 
（A）正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体における肝臓組織標本の o-ジア
ニシジン・ギムザ染色像を示している．褐色を呈しているのはヘモグロビンを含む赤血球であ
り，黒色を呈しているのは肝臓中に含まれる色素細胞である．（B）肝臓組織標本の o-ジアニシ
ジン染色像から，o-ジアニシジン陽性細胞を計数し，肝臓の右葉と左葉に含まれる絶対数に換
算した．値は平均値±標準偏差を示している（n = 4）．*; p < 0.05, Student’s t検定．（出典：Okui 
T, et al. 2013） 
 
 
 次に正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体の肝臓における
xlEPOR陽性細胞を組織免疫染色法により検出した（図 20A）．その結果，2種の貧
血個体では正常個体と比較して肝臓中の xlEPOR 陽性細胞が顕著に増加していた
（図 20A）．組織切片の染色像から肝臓に含まれる xlEPOR 陽性細胞の絶対数を求
めたところ，正常個体と比較して2種の貧血個体では有意に増加しており（図20B），
2倍以上の増加が見られた．また，急性失血性貧血個体と急性溶血性貧血個体を比
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較すると，僅かに急性溶血性貧血個体で xlEPOR陽性細胞数が増加する傾向が見ら
れた． 
 
図 20．貧血時肝臓における xlEPOR陽性細胞数の変化 
（A）正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体における肝臓組織標本の，EPOR
に対する免疫染色像を示している．（B）各モデルにおける肝臓組織標本の EPORに対する免疫
染色像から EPOR陽性細胞数を計数した．図は平均値及び標準偏差を示している．*; p<0.05, 
Dunnett’s検定（n=4）．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
肝臓中に含まれる o-ジアニシジン陽性細胞数及び xlEPOR陽性細胞数の，末梢赤
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血球数との相関関係を解析した．その結果，肝臓中の o-ジアニシジン陽性細胞数は
末梢赤血球数と正の相関関係が見られ，肝臓中の xlEPOR陽性細胞数は末梢赤血球
数と負の相関関係が見られた（図 21）． 
 
 
図 21．肝臓内の赤血球系細胞と末梢赤血球数との相関関係 
正常個体及び貧血モデルにおける末梢赤血球と，肝臓中に含まれる o-ジアニシジン陽性細胞並
びに xlEPOR陽性細胞との相関関係を解析した． 
 
 
4-4. 考察 
本研究では瀉血による急性失血性貧血モデルの確立を行なった．心穿刺による瀉血
により，2日間で計 2 mLの血液を採取した．これは本研究で用いた 40 gの成体ア
フリカツメガエルの全血液量の約半量にあたる．瀉血後に末梢血中赤血球濃度を解
析したところ，瀉血後 1日目で瀉血前と比較して約半分まで低下していた．本研究
における急性失血性貧血個体の作製プロトコルにおいては，瀉血後に同量の生理食
塩水などの投与は行なっていないことから，瀉血後急速に水分が血液に流入し，全
血液量を維持したことが考えられる．本研究で確立した急性失血性貧血モデルでは，
瀉血後 1-3 日で極小値をとり，その後約 5 日間で正常赤血球数まで回復している．
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一方で PHZ 投与により誘導される急性溶血性貧血モデルでは末梢赤血球数が極小
値をとるまでに約 8 日，正常値までの回復には 7-10 日を要している．急性溶血性
貧血モデルにおいては，PHZ 投与から赤血球への傷害，赤血球の貪食などの段階
的な過程が存在し，それが急性失血性貧血モデルに比べて末梢赤血球数の極小値に
至るまでにかかる日数が多いことに繋がっていると考えられた．また，回復期にお
いても急性溶血性貧血モデルは急性失血性貧血モデルと比較して多くの日数を要
するが，原因としてはまず減少した赤血球数の割合が急性溶血性貧血モデルの方が
大きいことが考えられる．また，PHZ による溶血は，赤血球中のヘモグロビンに
起因している．故に投与した PHZ が肝臓内に存在するグロビン弱陽性の赤芽球に
傷害を与える可能性が考えられ，分化段階が進んでいた赤芽球への作用の有無が 2
種のモデルにおける回復期の長さの違いに繋がっていることが考えられる．さらに，
PHZ は肝臓に傷害を与える可能性が報告されており，造血微小環境に何らかの影
響を与えたことが回復期の長さに繋がっていることも考えられる． 
 急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体の肝臓において，o-ジアニシジン陽
性細胞は正常個体と比較して約 3分の 1程度まで減少していた．末梢赤血球数の変
化は，急性失血性貧血個体では正常個体と比較して約 3分の 1程度まで減少し，急
性溶血性貧血は約 4分の 1程度まで減少していた．すなわち，正常時と急性溶血性
貧血時を比較した際に，末梢赤血球数の減少の程度に比べ，肝臓内における o-ジア
ニシジン陽性細胞の減少の程度は弱かった．その原因として，アフリカツメガエル
肝臓は赤血球産生の場であると当時に，赤血球破壊の場でもあることが考えられる．
すなわち，PHZ により傷害を受けた赤血球が肝臓の貪食細胞によって破壊される
ため，本研究で検出した急性溶血性貧血個体肝臓における o-ジアニシジン陽性細胞
には破壊される赤血球も含まれており，それが末梢赤血球数の減少の程度に比べて
肝臓内 o-ジアニシジン陽性細胞の減少が緩やかであった原因であると考えられる． 
貧血時肝臓に含まれる xlEPOR陽性細胞数を見ると，正常時と比較して 2倍以上増
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加していた．これは貧血ストレスに応答して赤血球造血が亢進されたためだと考え
られる．急性失血性貧血個体より急性溶血性貧血個体で僅かに肝臓内 xlEPOR陽性
細胞が多い傾向にあったが，これは貧血誘導による末梢赤血球の減少の度合いが急
性溶血性貧血モデルの方が大きいことに起因すると考えられる．実際に各個体にお
ける末梢赤血球数と肝臓内 xlEPOR陽性細胞数の相関を見ると，負の相関関係が確
認できた． 
本章における研究を通して，アフリカツメガエル肝臓内で貧血ストレスに応答し
て xlEPOR陽性細胞が正常時と比較して約 2倍増加することが示された．以降の研
究では貧血ストレスに応答して肝臓内の赤血球造血の動態がどのように変化する
かをより詳細に解析していくが，貧血モデルとして急性失血性貧血モデルを用いる
こととした．それは，アフリカツメガエルの肝臓が赤血球の産生と破壊を担ってお
り，急性溶血性貧血モデルでは新生赤血球と破壊される赤血球の区別が困難である
と考えられたためである． 
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第５章 成体肝臓における赤血球産生の動態と前駆細胞の組
織内局在 
 
5-1  序論 
5-1-1. 血液細胞の産生と寿命 
生体内を循環する赤血球量は，その産生と破壊のバランスにより決定される．す
なわち，EPO の産生低下や造血幹細胞の異常，赤芽球の成熟障害などにより赤血
球産生が低下すると，末梢血中の赤血球数は低下し貧血となる．また，自己免疫性
溶血や赤血球膜異常による溶血，赤血球酵素以異常による溶血により赤血球破壊が
亢進された場合も同様に末梢赤血球数は低下し，貧血となる．逆に EPO が生理的
な分泌調節機構から逸脱して大量に分泌された場合には多血症となる．正常なバラ
ンスが崩れた際，生体は恒常性を維持する方向に働く．組織が貧血により低酸素状
態に曝露された場合は腎臓での EPO 産生が亢進されることで赤血球産生を促し，
貧血からの回復に向かう． 
産生と破壊の正常なバランスが保たれている場合，ヒトの赤血球寿命は約 120
日であることが知られている．生体内における赤血球の寿命はアイソトープやビオ
チンなどで赤血球を標識して調べることが出来る．14C標識グリシンを用いて赤血
球標識をした例では，標識体の投与後，血中の赤血球ヘモグロビンの放射活性が
徐々に増大し，一定レベルに達してしばらく維持され，120日頃から急激に消失す
る．動物によって赤血球寿命は大きく異なり，マウスは 20-45 日，ラットは 45-68
日，ウサギは 45-70日，ネコは 100日，ブタは 62-71日，イヌは 90-120日，サルは
86-105日との推定値が示されている．各種動物における赤血球寿命は体重の対数値
と比例関係があり，代謝率とは逆相関することが知られている．故にエネルギー代
謝に関与した要因があると考えられている．前川らの研究により，アフリカツメガ
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エルの赤血球寿命は約 220日であることが報告されている．アフリカツメガエルの
生体内全赤血球数と寿命から，正常な状態で 1日に産生される赤血球数は約 2×107 
細胞であることが推察できる．前章で述べているように急性失血性貧血及び急性溶
血性貧血により末梢赤血球数が減少したアフリカツメガエルは，その後赤血球数が
回復する．故に生体内の恒常性の維持のために，肝臓における赤血球造血の動態に
何らかの変化が起きていることが考えられる．本章では貧血ストレスに応答してア
フリカツメガエル肝臓で起こる赤血球造血の動態の変化について，主に BrdUを用
いて行なった研究結果について述べる．また，赤血球前駆細胞よりさらに未熟な段
階の造血前駆細胞の動態についても述べる． 
 
5-1-2. 柔組織における造血環境 
マウスにおける肝造血は胎生 12 日頃から始まり，その際赤血球造血が最も盛んで
ある．肝臓における造血能の変化は，肝臓組織の微小環境に依存すると考えられて
いる．実際に胎子肝臓から採取された造血細胞を，胎子肝間質細胞株をフィーダー
細胞として EPO 存在下で培養すると，脱核した成熟赤血球を含むコロニーが形成
されることが報告されている．その際，胎子肝間質細胞株の培養上清のみによる培
養や，胎子肝間質細胞株と血液細胞をメンブレンフィルターで区切って培養した場
合では赤血球の成熟分化が見られない事から，間質細胞と血液細胞との接着が重要
であると考えられている． 
成体のマウスにおいては骨髄と共に脾臓も造血の場であることが知られている．マ
ウスに PHZ を投与し急性溶血性貧血を誘導すると，脾臓が肥大し，赤脾髄が顕著
に増大する．その際，肥大した赤脾髄は幼弱な赤血球で満たされる．興味深いこと
に，造血幹細胞を移植し脾臓コロニーを形成させるとコロニー内の血液細胞は赤血
球系細胞が多いとされ，脾臓には赤血球造血に至適な微小環境が備わっていると推
察される．脾臓から樹立された脾臓間質細胞株の造血支持細胞としての働きを評価
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した報告によると，胎子肝臓間質細胞と同様に強い赤芽球コロニー形成支持機能を
示したとのことである（Yanai. et al., 1991）．また，その際に用いられた脾臓間質細
胞株は，ある条件下では微小血管を形成する内皮細胞であり，類洞内皮様の細胞で
あると考えられている． 
本研究では，これまでに肝臓内に含まれる xlEPOR陽性細胞の量的な解析を行なっ
てきたが，アフリカツメガエルの肝造血を捉える上で肝臓内における造血細胞の局
在やその支持細胞は重要な知見となる．本章では肝臓内における xlEPOR陽性細胞
の肝臓内局在を組織形態学的な視点から観察し，その局在と支持細胞について述べ
る． 
 
5-2  手法 
5-2-1. BrdUを用いた in vivo細胞増殖アッセイ 
7/9×DPBS（-）に溶解させた BrdU（Sigma）を，170 mg/kgで腹腔投与した．BrdU
投与から 24時間後に剖検を行い，組織を採取した．採取した組織は 4%パラホルム
アルデヒドに 16時間浸し，その後パラフィン包埋を作製した．BrdUの検出はマウ
ス抗 BrdUモノクローナル抗体（Invitrogen）を用いた免疫染色法により行なった． 
 
5-2-2. 透過型電子顕微鏡 
超薄切標本を，ダイヤモンドナイフを用いて作成した．クエン酸鉛で染色を行なっ
た後，JEM EX 2電子顕微鏡で観察した（80 kV）． 
 
5-3  結果 
5-3-1. 貧血モデル肝臓における赤血球造血の動態 
正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体に 5-ブロモ-2'-デオキシウ
リジン（5-Bromo-2'-deoxyuridine, BrdU）を心投与し，24時間後の肝臓における BrdU
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陽性細胞を評価した．BrdU の投与は各モデルにおいて末梢赤血球濃度が最も低く
なる 24時間前，すなわち急性失血性貧血個体では瀉血開始から 2日後，急性溶血
性貧血では PHZ投与後 7日目に行なった．その結果，正常個体と比較して 2種の
貧血個体では顕著に BrdU陽性細胞が増加していた（図 22）． 
 
 
図 22．貧血誘導時の肝臓内における細胞増殖の様子 
正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体の肝臓における細胞分裂の様子を，
BrdUを用いて解析した．図は BrdUを心投与してから 24時間後の肝臓の様子である．下段の
青色は DAPIを用いた核染色像である．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
 
そこで xlEPOR及び BrdUに対する二重免疫染色を行い，肝臓内に存在する xlEPOR
陽性細胞における BrdUの保持/非保持を評価した（図 23）．その結果，正常個体で
は xlEPOR のみ陽性の細胞が約 1.03×108 細胞，xlEPOR かつ BrdU 陽性の細胞が
0.12×108 細胞存在した．急性失血性貧血個体では xlEPOR のみ陽性の細胞が約
1.32×108 細胞，xlEPORかつ BrdU陽性の細胞が 1.35×108 細胞存在した．急性溶血
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性貧血では xlEPORのみ陽性の細胞が約 1.40×108 細胞，xlEPORかつ BrdU陽性の
細胞が 1.29×108 細胞存在した． 
 
 
図 23．貧血時肝臓における増殖細胞の内訳 
正常個体，急性失血性貧血個体及び急性溶血性貧血個体の肝臓における，xlEPOR及び BrdU陽
性細胞を検出した．写真は xlEPOR / BrdU陽性細胞を撮影したものである．グラフは肝臓内に
おける xlEPO陽性細胞，BrdU陽性細胞，xlEPOR / BrdU陽性細胞の絶対数を計数し，示したも
のである．値は平均値及び標準偏差を示している（n=3）．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
 
 
5-3-2. BrdUを用いた造血前駆細胞の探索 
 BrdU を用いて肝臓内における造血前駆細胞の有無を評価した．瀉血による貧血
ストレスを与えた成体アフリカツメガエルに BrdUを投与した．その後長期間の飼
育を行い，再度瀉血により貧血ストレスを与えた（図 24A）．その結果，まず 1回
目の瀉血により肝臓中の細胞の約 50%が BrdU 陽性を示したが，その後 30 日間の
飼育を経て約 4%まで有意に減少した（図 24B, C及び E）．また，BrdU陽性細胞数
が一度減少した後，再度瀉血により貧血ストレスを与えた結果，肝臓における BrdU
陽性細胞の占める割合が約 20%まで再び有意に増加した（図 24D及び E）．脾臓に
おける BrdU陽性細胞の割合も解析したところ，肝臓と異なり BrdU陽性細胞の割
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合が再び増加する様子は見られなかった（図 24E）．1回目の瀉血から 70日間飼育
した個体の肝臓を解析したところ，少数の BrdU陽性細胞が観察された（図 24F）． 
 
図 24．貧血ストレスによるスローサイクリング細胞の細胞分裂亢進 
（A）実験プロトコルを模式的に示している．日数は 1 回目の瀉血開始からの経過日数を表し
ている．図中の P，B，Dはぞれぞれ瀉血，BrdU投与，剖検を示している．（B, C, D）各群の
剖検時肝臓における BrdU陽性細胞を組織免疫染色法により検出した（赤色）．スケールバーは
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50 µmを表している．（E）各日数における肝臓及び脾臓の BrdU陽性細胞数を組織免疫染色像
から計数し，全細胞中に占める BrdU 陽性細胞の割合（%）を求めた．値は平均値及び標準偏
差を示している（n=3）．*; p<0.05, **;p<0.01, N.S.; 有意差無し, Tukey検定．（F）瀉血開始後 70
日後の肝臓における BrdU 陽性細胞を免疫染色法にて検出した．点線は類洞と肝実質細胞索の
境界を示しており，スケールバーは 20 µmを示している．Si; 類洞．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
 
5-3-3. 赤血球前駆細胞の組織内局在 
成体アフリカツメガエル肝臓における EPOR陽性細胞の組織内局在を探るために，
抗 xlEPOR PoAbを用いた免疫染色を行なった後にエバンスブルー染色を行い，肝
組織全体を可視化した．その結果，多くの xlEPOR陽性細胞が肝臓内の類洞内壁に
隣接している様子が観察できた（図 25A）．全ての xlEPOR 陽性細胞数における，
類洞内壁に隣接している xlEPOR陽性細胞数の割合を算出したところ，正常個体及
び急性失血性貧血個体において約 80%の xlEPOR陽性細胞が類洞内壁に隣接してい
た（図 25B）． 
 
 
図 25．xlEPOR陽性細胞の肝臓内局在 
（A）急性失血性貧血個体の肝臓における xlEPOR陽性細胞を組織免疫染色法により検出した．
xlEPORを緑色，核を青色で示し，エバンスブルー染色により組織全体を発色させた（赤色）．
（B）正常個体及び急性失血性貧血個体の肝臓における，類洞内壁に接している xlEPOR陽性
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細胞の割合を，組織免疫染色像の解析により求めた．値は肝臓中の全 xlEPOR陽性細胞数に占
める割合を示しており，平均値及び標準偏差を表している（n=3）．N.S.; 有意差無し．（出典：
Okui T, et al. 2013） 
 
 
また，透過型電子顕微鏡により成体アフリカツメガエル肝臓を解析したところ，同
様に類洞内壁に芽球様細胞が隣接している様子が観察された（図 26）． 
 
図 26．透過型電子顕微鏡によるアフリカツメガエル肝臓の観察 
成体アフリカツメガエル肝臓を透過型電子顕微鏡にて撮影した．赤矢印は類洞内壁に隣接する
赤芽球様細胞を示しており，青矢印は類洞内皮細胞を示している．H; 肝実質細胞，Si; 類洞，
N; 細胞核，D; ディッセ腔．（出典：Okui T, et al. 2013） 
 
 
次に類洞内壁における接着分子の発現を探索するために，正常個体及び急性失血
性貧血個体の肝臓における vinculin蛋白質の発現を免疫染色法により評価した．そ
の結果，正常個体と比較して急性失血性貧血個体では vinculin蛋白質の発現が上昇
していた．また，lectin染色により血管内皮細胞を標識したところ，vinculinは類洞
内壁に発現していた（図 27）．そこで類洞内壁における接着分子の発現を in situハ
イブリダイゼーション法により解析した．その結果，Claudin-5 を発現する類洞内
皮細胞に vcam-1，maea，integrin-α5が発現していた（図 28）． 
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図 27．貧血時肝臓における類洞近傍での細胞接着の亢進 
正常個体及び急性失血性貧血個体の肝臓における vinculinの発現を組織免疫染色法により検出
した．Vinculinを赤色，核を青色で示している．また，lectin染色により血管内皮細胞を緑色で
示している．スケールバーは 20 µmを示している． 
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図 28．類洞内皮細胞における赤血球造血足場分子の発現 
急性失血性貧血個体の肝臓における，類洞内皮細胞の接着分子の発現を組織 in situハイブリダ
イゼーション法により検出した．Claudin-5を緑色，vcam-1，maea，integrin-α5を赤色で示した．
矢印は各接着分子を発現している類洞内皮細胞を示している．スケールバーは 5 µmを示して
いる． 
 
 
5-4.  考察 
5-4-1. 貧血時肝臓における赤血球前駆細胞の増殖 
本章における研究では，まず貧血ストレスに応答するアフリカツメガエル肝臓にお
ける細胞増殖を評価した．各貧血モデルにおける末梢赤血球数が極小値をとる日数
において，24時間の細胞分裂の様子を BrdUで検出したところ，急性失血性貧血個
体及び急性溶血性貧血個体の肝臓では，正常個体と比較して顕著に細胞分裂が亢進
していた．これは貧血ストレスに応答して肝臓内で造血細胞が増殖したことに起因
すると考えられた．そこで肝臓内の細胞を，xlEPORの陽性/陰性及び BrdUの陽性/
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陰性で分類し，計数した．その結果，まず正常個体においては肝臓中に存在してい
た全 xlEPOR陽性細胞（約 1.1×108 細胞）のうち約 1割が BrdU陽性を示した．そ
れに対して急性失血性貧血個体の肝臓では，全 xlEPOR陽性細胞（約 2.7×108 細胞）
のうち約半数が BrdU陽性を示した．第 4章にて，貧血誘導により肝臓中の xlEPOR
陽性細胞数が 2倍以上に増加することを述べたが，BrdUを用いた解析により、増
加した xlEPOR 陽性細胞は，末梢赤血球数が極小値をとる 24 時間以内に肝臓内で
増殖したことが考えられた．また，急性溶血性貧血においても同様の結果が認めら
れた． 
  
5-4-2. アフリカツメガエル肝臓における造血前駆細胞の存在 
より未熟な分化段階にある造血細胞は細胞周期が他の細胞に比べて遅いことが報
告されている．そのような造血前駆細胞を本章では slow cycling細胞と呼ぶ．細胞
周期が遅いことで，slow cycling細胞は一度取り込んだ BrdUを長期間保持する性質
を示す．本研究ではそのような性質を利用し，アフリカツメガエル肝臓における造
血前駆細胞（slow cycling細胞）の存在を確認した．貧血ストレスをかけたアフリ
カツメガエル肝臓では赤血球系細胞が増殖することはこれまでの章にて述べてき
た．そこで本章では，もし肝臓内に slow cycling細胞が存在していた場合，貧血ス
トレスにより細胞分裂が起こると考え，貧血ストレスにより血液細胞の増殖が亢進
されている時期に BrdU を投与した．その後長期間飼育することで，slow cycling
細胞以外の細胞は細胞分裂の繰り返しにより 1細胞あたりに含まれる BrdUが減少
し，検出されなくなるが，slow cycling細胞は細胞分裂の頻度が少ないので BrdUを
保持し続けると考えた．また，slow cycling細胞以外の細胞の BrdUが検出されなく
なった後に再度貧血有ストレスをかけて slow cycling細胞の分裂を亢進することで、
BrdU の再投与なしで再度 BrdU 陽性細胞が増加することが考えられた．実験を行
なった結果，各群における肝臓内 BrdU陽性細胞数は仮説通りの変動を見せ，すな
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わち肝臓内に細胞周期の遅い造血前駆細胞が存在することが考えられた．また，長
期飼育（BrdU投与後 70日間）を行なった個体においても，肝臓中の類洞内壁に隣
接するように BrdU陽性細胞が確認された． 
 
5-4-3. アフリカツメガエル肝臓における赤血球前駆細胞の組織内局在 
本論文ではこれまでに成体アフリカツメガエル肝臓内の xlEPOR陽性細胞の量的変
動の研究結果について述べてきたが，肝臓における造血の全容を理解する上で，造
血細胞を取り巻く組織環境を知ることは重要である．本章ではアフリカツメガエル
肝臓内の赤血球造血を支持する微小環境の解明への足掛かりとして，xlEPOR 陽性
細胞の肝臓内局在を探索した．正常個体及び急性失血性貧血個体の肝臓組織標本の
xlEPOR 免疫染色像を形態学的な視点で観察したところ，どちらの個体においても
全 xlEPOR陽性細胞のうち約 80%が類洞内壁に隣接していた．このことから赤血球
造血を支持する至適環境が類洞の内壁に備わっている事が推察できる．哺乳類の骨
髄やマウス脾臓において，血管内皮細胞は赤血球前駆細胞との細胞間接着を介して
赤血球造血を支持しうることが報告されている．そこで，アフリカツメガエル肝臓
において，正常時と貧血時の類洞内壁における細胞間接着について解析を行なった．
その結果，細胞間接着のマーカーとして用いられている vinculinの蛋白質レベルで
の発現が正常個体と比較して急性失血性貧血個体で増加していた．このことから貧
血時肝臓の類洞内壁では，細胞間接着が亢進していると考えられる．類洞の内壁は
類洞内皮細胞で覆われていることと，xlEPOR 陽性細胞も類洞内壁に隣接するよう
に増殖することから，xlEPOR 陽性細胞と類洞内皮細胞が細胞間接着していること
が推察される．また，哺乳類で赤血球造血を支持する支持する膜蛋白質として報告
されている vcam-1，maea，integrin-α5が類洞内皮細胞に発現していることを確認し
た．本章における研究から，アフリカツメガエル肝臓内における赤血球造血は類洞
内皮細胞によって支持されている可能性が考えられた． 
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第６章 総括と展望 
 
6-1  総括 
本研究では変態期アフリカツメガエル肝臓における EPO 応答性の赤血球前駆細胞
を同定し，液体培養法にてその分化成熟プロセスをトレースした．また，変態の前
期と後期における赤血球前駆細胞の相違点を見出した．アフリカツメガエルは哺乳
類と異なり，発生段階で起こる肝造血を生涯保持する．その過程では，変態による
肝臓のダイナミックな変化が起こる．それは組織形態学的及び細胞生物学的に大き
な変化であり，肝臓に存在する至適微小環境に少なからず影響を与えることは想像
に難くない．本研究では，そのような変態期にあっても肝臓内に xlEPO応答性の赤
血球前駆細胞が存在していることを明らかにした．また，変態の前期と後期で見出
された赤血球前駆細胞の xlEPOへの応答性の違い，すなわち増殖の速度や遺伝子発
現のタイミング，分化に要する日数，発現する globinの種類などは，造血細胞の性
質そのものが変化したのか，あるいは肝臓における造血微小環境の変化が影響して
いるのかは今後さらに研究を進める必要がある． 
 成体における研究では，正常及び貧血の成体アフリカツメガエル肝臓における
o-ジアニシジン陽性細胞，xlEPOR陽性細胞，slow cycling細胞の検出を行い，肝臓
内で行われる赤血球造血の動態と，貧血時に起こる動態の変化を捉えた．また，
xlEPOR 陽性細胞の組織内局在を解析することで，肝臓内赤血球造血が類洞内皮細
胞により支持されている可能性を見出した．本研究で得られた結果をもとに，正常
アフリカツメガエルと急性失血性貧血アフリカツメガエルの肝臓内赤血球造血の
様子をまとめると次のようになる．まず正常個体の肝臓においては，赤血球（o-
ジアニシジン陽性細胞）が 1.2×108 細胞，赤血球前駆細胞（xlEPOR 陽性細胞）が
1.3×108 細胞と，ほぼ同数存在している．また，雄性アフリカツメガエル（40 g）
の全循環赤血球数が 4×109 細胞であることと，赤血球寿命が約 220 日であること
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から，1 日に肝臓から新たに循環血に放出される赤血球数は 0.2×108 細胞であるこ
とが考えられる．これは肝臓内に存在する赤血球及び赤血球前駆細胞の 6 分の 1
にあたる．また，同時に肝臓では赤血球破壊が起こる．肝臓内には 1.2×107 細胞，
脾臓には 0.2×107 細胞の貪食細胞が存在していた．これらの細胞が全て赤血球破壊
の働きを持つと仮定すると，肝臓では 1 日に約 0.17×108 細胞の赤血球が破壊され
ていると考えられ，1日に貪食細胞 1細胞あたり約 1.4 細胞の赤血球を破壊してい
ることになる．また，肝臓内に存在する赤血球前駆細胞は，同じく肝臓内に存在す
る造血前駆細胞（slow cycling細胞）から増殖分化してくると考えられた．さらに，
それらの赤血球造血は類洞内皮細胞を支持細胞として行われ，末梢赤血球数の変化
に対応して恒常性を維持することが考えられた（図 29）．貧血個体の肝臓において
は，減少した循環赤血球数の回復のために，肝臓内の赤血球造血の動態は大きく変
化する．本研究で解析を行なった急性失血性貧血では，まず末梢赤血球数（濃度）
が約 2-3分の 1まで減少する．それに伴い肝臓中に存在する赤血球も正常時と比較
して約 3分の 1まで減少し，反対に赤血球前駆細胞は正常時の 2倍以上に増加する．
この時に増加した細胞は BrdUを含むことから，肝臓にて造血前駆細胞から細胞分
裂によって増加したと考えられた．末梢赤血球数の極小値（約 4.8×1011 細胞/L）か
ら正常な値（約 9.9×1011 細胞/L）に回復するまでに 5日間を要している．本研究で
用いたアフリカツメガエル（40 g）の生体内の全血液量を 4 mLと仮定すると，末
梢赤血球数の回復には約 2×109 細胞の赤血球を肝臓から放出する必要があり，1日
あたり 4×108 細胞の赤血球又は未熟な赤血球が肝臓から放出されている計算にな
る．故に本研究では末梢赤血球数が極小値をとる時点での肝臓を解析したが，回復
期においてはさらに肝臓内 xlEPOR陽性細胞数が増加する可能性が考えられる．な
お，このような貧血に対する応答としての赤血球造血も類洞内皮細胞を支持細胞と
して行われることが考えられた（図 30）．なお，赤血球前駆細胞数に着目して考え
ると，この応答は成体マウスにおいては骨髄よりも脾臓でみられる応答に近いと考
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えられる（図 31）． 
 
 
 
図 29．正常時アフリカツメガエル肝臓における赤血球産生動態 
本研究を通して得られたデータから，正常時アフリカツメガエル肝臓における赤血球産生の動
態を模式的に示した． 
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図 30．貧血時アフリカツメガエル肝臓における赤血球産生動態 
本研究を通して得られたデータから，貧血誘導時のアフリカツメガエル肝臓における赤血球産
生の動態を模式的に示した． 
 
 
図 31．マウスとアフリカツメガエルにおける赤血球前駆細胞数の比較 
成体マウスの主な造血巣である骨髄及び脾臓と，本研究で得られた成体アフリカツメガエルの
結果を示す．マウスに関するデータは Vannucchi AM, et al. 2001 より引用した． 
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6-2. 今後の展望 
1978年，造血学者であった Schofieldは組織幹細胞の維持に必要な場（微小環
境）をニッチ（niche）と名付けた．ニッチは幹細胞の維持に必要な因子を供給し，
組織内の幹細胞の数を規定すると考えられた．また，幹細胞はニッチ内に留まれば
それらの因子を受け取り幹細胞として維持されるが，ニッチを離れると分化過程に
入ると考えられた．ニッチの概念は造血系において最初に提唱された概念であるが，
現在では表皮細胞や色素細胞，生殖細胞，毛包細胞など，様々な種類の幹細胞のニ
ッチが明らかになりつつある．成体哺乳類の骨髄における造血ニッチに関しては，
現在主に 2種類のニッチが提唱されており，一つは骨内膜領域における骨芽細胞性
ニッチであり，一つは血管近傍の血管性ニッチである．骨芽細胞のニッチ機能に関
して，Zhangらは BMP1A型受容体遺伝子欠損マウスにおいて，骨芽細胞数の増加
に伴い異所性の骨梁形成が起こり，さらに造血幹細胞の数も増えることを報告して
いる（Zhang, J. et al., 2003）．また，Calviらは，骨芽細胞特異的に活性型副甲状腺
ホルモン受容体を発現するトランスジェニックマウスを用いて，骨芽細胞数の増加
に伴った骨梁形成の亢進と，骨芽細胞における Jagged 1（Notchリガンド）の発現
上昇による造血幹細胞数の増加を報告している（Calvi, L. et al., 2003）．さらに 2004
年に Araiらにより骨芽細胞に発現する angiopoietin-1（Ang-1）が G0期の造血幹細
胞に発現している Tie2 受容体との相互作用を通して細胞間接着が亢進し，それに
より造血幹細胞におけるG0期と未分化能の維持が行われていることが報告された．
また，骨芽細胞が障害を受けるトランスジェニックマウスにおいては，骨髄造血に
異常が生じることが報告されている（Visnjic, D. et al. 2004）．これらの研究を通し
て，骨において骨芽細胞系の細胞が造血幹細胞を維持していることが明らかとなっ
た．一方で，SLAMファミリー分子を発現する造血幹細胞の多くが骨芽細胞と比較
してむしろ血管内皮細胞と接着して存在することがKielらにより示された（Kiel, M. 
et al., 2005）．また，CAR細胞が骨髄内の血管周囲で造血幹細胞と接して存在して
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いることが報告された（Sugiyama, T. et al. 2006，Kunisaki Y. et al. 2013，Acar, M. et al. 
2015）．さらに骨髄内の血管内皮細胞は，細胞系列特異的なサイトカインにより造
血前駆細胞や巨核球前駆細胞の増殖や成熟を支持し，血小板産生の場となっている
ことも報告されている（Avecilla, S. et al. 2004）．類洞血管は単層の血管内皮細胞か
ら構成されていることから，産生された血球が容易に流血中へ移行できることが考
えられることからも，血管性ニッチは血球の増殖や分化を調節することに寄与して
いると考えられる． 
本研究を通して，アフリカツメガエルの主要な造血器官である肝臓内で，赤血
球前駆細胞は類洞内壁に隣接していた．さらに類洞内皮細胞において赤血球造血に
関連性の深い接着因子の発現が示唆された．それらの結果から推察するに，アフリ
カツメガエル肝臓の類洞内皮細胞は血球の増殖分化の調節に寄与していることが
考えられ，哺乳類における血管性ニッチに近い役割を果たしている可能性が考えら
れる．一方で，本研究において BrdUを長期間保持する slow cycling cellも同様に類
洞内壁近傍で観察された．哺乳類における骨芽細胞性ニッチと血管性ニッチの違い
の一つに酸素濃度がある．すなわち，血管性ニッチの領域は骨内膜領域と比較して
酸素濃度が高く，そのような微小環境下では幹細胞の細胞周期が再開することが報
告されている（Parmar, K. et al., 2007）．また，造血幹細胞の自己複製能及び G0期
の維持には活性酸素種（ROS）の制御が必須であり，造血幹細胞は低酸素な環境下
に存在することで活性酸素の産生を抑制していると考えられる．低酸素環境が造血
幹細胞にとって重要な因子であることを考えると，アフリカツメガエル肝臓で観察
された slow cycling cellも，肝臓内の低酸素状態にある部位に局在している可能性
も考えられる．解剖学的に推察するに，肝臓の類洞における酸素分圧やその他の栄
養素には勾配が生じていると考えられる．すなわち，動脈や門脈周囲の類洞は酸素
分圧や栄養素の濃度が高く，中心静脈周囲に移行するに従ってそれらの値は低下す
ると考えられる．肝臓内で最も低酸素状態だと思われるのは中心静脈周囲であるが，
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そのような仮説を検証するためには，ピモニダゾールなどの試薬を用いてアフリカ
ツメガエル肝臓内の酸素濃度の分布を探る必要があり，今後は類洞の肝臓内におけ
る組織学的な部位の違いに着目して探索を行うことで新たな知見が得られる可能
性がある．また，造血幹細胞に関して，カルシウム（Ca）sensing receptorを欠損す
る造血幹細胞は骨芽細胞性ニッチへの定着に障害が生じることが報告されている．
骨内膜付近は骨のリモデリングが盛んに行われているので，骨髄の中心部に比べて
Ca 濃度が高いことが考えられ，造血幹細胞の骨芽細胞性ニッチへの定着には Ca
の関与も示唆されている．故に今後アフリカツメガエルの造血幹・前駆細胞の純化
に成功した後，Ca に対する反応の違いを哺乳類と比較することで，それらを支持
するニッチの違いに迫ることが可能となるかもしれない．また，本研究では図 13
においてアフリカツメガエルの大腿骨骨髄が脂肪で満たされていることを示した．
活発に造血が行われている様子は見れないが，血液系細胞が僅かに観察できる．低
温などの特殊な環境にアフリカツメガエルを曝露すると，骨髄が一部赤色を呈して
くることから，骨髄も造血に関して何らかの機能を担っていることが考えられる．
脂肪組織と造血の関係については近年注目されており，哺乳類において，脂肪細胞
の数と造血作用は負の相関を示すことが報告されている一方，SCFの分泌を通して
造血幹細胞の維持に寄与することが報告されている（Sean Morrison, 2016）．アフリ
カツメガエルの骨髄において，充満している脂肪細胞が造血を抑制しているのか，
あるいは造血活性が無い故に脂肪細胞で満たされているのかは，種を越えて哺乳類
の造血システムを理解する上でも非常に重要なテーマである． 
本研究を通して，xlEPO応答性の赤血球前駆細胞は，肝組織環境が大きく変化す
る変態期の前後で一貫して肝臓に存在していた．成体以降も肝造血を続けることか
ら，アフリカツメガエルは肝造血のシステムを理解する上で有用な動物であり，今
後哺乳類における造血システムと比較し，その普遍性と多様性を見出すことが期待
される．そのためには，変態期アフリカツメガエル肝臓における組織環境を明らか
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にしていく必要がある．組織形態学的な観察や密度勾配遠心法，フローサイトメト
リー法を用いた肝構成細胞の解明，及びそれら細胞に発現している遺伝子の評価を
進めることは，変態期肝臓における造血組織環境の変化を捉えることに繋がる．ま
た，本研究において幼生の赤血球分化においても一時的に Gata の発現が上昇する
ことが明らかとなったが，それら遺伝子プロモーターの下流に GFP などの蛍光蛋
白質を組み込んだ遺伝子組換えアフリカツメガエルを樹立することで，赤血球前駆
細胞の数及び組織内局在の解明が可能となる． 
 成体アフリカツメガエル肝臓における赤血球前駆細胞の多くが類洞内壁に接着
している事が本研究により明らかとなった．血管内皮系細胞は哺乳類においても造
血支持細胞としての機能が明らかになりつつあり，今後アフリカツメガエル肝臓に
おける類洞内皮細胞の赤血球造血支持細胞としての機能の解明を進めることは，脊
椎動物における造血微小環境の普遍性の解明に繋がると考えられる． 
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フリカツメガエル肝臓における赤血球前駆細胞の同定と局在解析．第 60 回日本動物学
会関東支部，東京，2008年 3月 
 
細沢咲湖，奥井武仁，小濱聖佳，佐藤圭，加藤尚志．変態期におけるツメガエル肝臓の
赤血球前駆細胞数の推移．日本動物学会第 85回仙台大会，仙台，2014年 9月 
 
小濱聖佳，奥井武仁，目黒瑞枝，加藤尚志． Dynamics of erythropoiesis in Xenopus larval 
liver during metamorphosis．第 74回日本血液学会学術集会，京都，2012年 10月 
 
真野陽介，木下紗也香，小濱聖佳，奥井武仁，加藤尚志．アフリカツメガエルの細胞接
着因子 ESAM の構造と発現．第 64回日本動物学会関東支部大会，東京，2012年 3月 
 
小濱聖佳，奥井武仁，横田直樹，加藤尚志．変態に伴うアフリカツメガエル赤血球造血
関連因子の発現と局在解析．第 82回日本動物学会大会，旭川，2011年 9月 
 
小濱聖佳，奥井武仁，加藤尚志．変態期のツメガエル組織における血球関連遺伝子の発
現．第 63回日本動物学会関東支部大会，東京，2011年 3月 
 
武藤洋史，廣瀬崇行，神保杏林，栗城遥，奥井武仁，加藤尚志．ツメガエル肺における
エリスロポエチン受容体の発現．第 63 回日本動物学会関東支部大会，東京，2011 年 3
月 
 
真野陽介，奥井武仁，小濱聖佳，前川峻，木下紗也香，谷崎祐太，田原彩香，加藤尚志．
アフリカツメガエル造血器における細胞接着因子 ESAMの発現．第 35回日本比較内分
泌学会大会，静岡，2010年 11月 
 
廣瀬崇行，永澤和道，奥井武仁，加藤友啓，須貝龍久，小坂（野川）菜美，加藤尚志．
アフリカツメガエルエリスロポエチン遺伝子の定量的発現解析法の最適化．第 62 回日
本動物学会関東支部大会，筑波，2010年 3月 
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別府実穂，奥井武仁，小坂（野川）菜美，會沢洋一，加藤尚志．アフリカツメガエルに
おける赤血球系細胞の免疫染色と細胞蛋白質変動の検出．第 80 回日本動物学会大会，
静岡，2009年 9月 
 
西川裕展，會沢洋一，野川菜美，上原信明，奥井武仁，加藤尚志．アフリカツメガエル
赤血球前駆細胞に対するモノクローナル抗体の作製及びその単離． 第 78回日本動物学
会大会，2007年 9月 
 
Takashi Kato, Shun Maekawa, Kazumichi Nagasawa, Takehito Okui, Yuta Tanizaki．
Experimental exploration on erythropoiesis in aquatic amphibians: a comparative perspective. 
Symposium 2（SY2-1）; 生物の進化から見た赤血球造血，座長：澤田賢一，張替秀郎．
第 77回日本血液学会学術集会，金沢市アートホール，2015年 10月 16日 
 
Takashi Kato, Kazumichi Nagasawa, Takahito Okui, Yuta Tanizaki, Shun Maekawa. 
Environmental responses of hematopoiesis in Xenopus laevis. 8th International Symposium on 
Amphibian and Reptilian Endocrinology and Neurobiology（ISAREN） , Okazaki, Japan, 
November, 2014 
 
小坂（野川）菜美，前川峻，永澤和道，家村仁美，奥井武仁，加藤尚志．両生類に学ぶ
～アフリカツメガエル血球産生のダイナミクス～．第 21回日本比較免疫学会学術集会，
シンポジウム「リンパ球の起源と分化」，神奈川，2009年 8月 
 
奥井武仁，永澤和道，目黒瑞枝，吉岡祐亮，前川峻，小坂（野川）菜美，上田しのぶ，
加藤尚志．造血の分子制御機構：アフリカツメガエル肝臓における血球産生．2009年度
ハイテク成果シンポジウム，東京，2009年 8月 
 
Ayaka Tahara， Yuta Tanizaki， Takehito Okui， Mizue Meguro， Sayaka Kinoshita， Shun 
Maekawa， Motoki Yamauchi， Miyako Obuchi-Shimoji， Takako Ishida-Iwata， Yutaka 
Nagai， Ryota Kuroki， Takashi Kato． Characterization of Xenopus laevis thrombocytic cells 
stimulated by thrombopoietin in liquid culture，  International Society for Experimental 
Hematology 39th Annual Scientific Meeting， Melbourne， Australia， September， 2010 
 
Tanizaki Y， Nogawa-Kosaka N， Nagasawa K， Tahara A， Maekawa S， Okui T， Kato 
T． Thrombocyte-erythrocyte progenitors identified in African clawed frog Xenopus laevis． 
2009 ISEH-Society for Hematology and Stem Cells． Athens， Greece， September， 2009 
 
前川峻，竹下直樹，石井靖則，家村仁美，奥井武仁，藤井十三，小泉博郎，田原彩香，
宗田孝之，加藤尚志．ラインスキャン平面分光装置による非侵襲的なアフリカツメガエ
ル血流変動の評価．第 61回日本動物学会関東支部，埼玉，2009年 3月 
 
加藤ゆか，小渕（下地）美也子，目黒瑞江，奥井武仁，會沢洋一，坂本明彦，船津隆，
加藤尚志． Binding characteristics of thrombopoietin and c-Mpl in Xenopus laevis．第 80回
日本生化学会大会，横浜，2007年 12月 
 
